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Die anaerobe und aerobe Girung von Pseudomonas-Lindneri- 

Kluyver in glucosehaltiger anorganischer Nihrlésung. 

Von 
K. Sehreder, R. Brunner und R. Hampe. 
(Aus dem Laboratorium der Vereinigten Brauereien, Schwechat bei Wien.) 
(Eingegangen am 29. Juli 1934.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 
Kinleitung. 

Das Bakterium Pseudomonas-Lindneri-Kluyver wurde im Jahre 
1925 von P. Lindner im mexikanischen Puiquesaft aufgefunden und 
isoliert. Er nannte es ,,Termobacterium mobile*‘ (kurz Tm.), wodurch 
er die Kleinheit und Beweglichkeit des Bakteriums kennzeichnen 
wollte. Auf Grund einer von A. J. Kluyver und W. J. Hoppenbrouwers 
mit diesem Bakterium durchgefiihrten Garungsstudie schlugen diese 
fiir dasselbe den Namen Pseudomonas-Lindneri vor, der seither in der 
Literatur Eingang gefunden hat; fiir die anaerobe Vergaérung von 
Dextrose stellten die genannten Autoren den Zerfall derselben zu 
Alkohol und Kohlensaure fest, wobei auBerdem noch Milchsaure, 
Acetylmethylcarbinol und Bernsteinsdure gefunden wurden. C. Neuberg 
und seine Mitarbeiter? haben nachgewiesen, daB bei der Vergirung von 
Zucker durch dieses Bakterium ahnliche Verhaltnisse wie bei der Hefe- 
garung anzutreffen sind, wodurch auf die Gleichheit der Garungsschemata 
fiir beide Garungserreger geschlossen werden kann. Im AnschluB an diese 
Arbeiten soll nun ein Vergleich zwischen anaerober und aerober Garung 
von Glucose durch Tm. in qualitativer und quantitativer Hinsicht 
gezogen werden. Das Ziel war die Aufstellung einer vollstandigen Stoff- 
wechselbilanz fiir beide Faille. Die Angaben Lindners iiber die Alkohol- 
assimilation durch Tm. bei Aerobiose veranlaBten uns auch, dieselbe 
quantitativ zu erfassen. Desgleichen wurde der Sauerstoffbedarf des 
Bakteriums bei verschiedenen aeroben Garversuchen studiert. 


Methodisches. 


Unsere Garversuche wurden mit einer mit Glucose versetzten an- 
organischen Nahrlésung, welche im Liter destillierten Wassers 1 g K,HPO,, 
lg (NH,),SO, und 0,5 g MgSO, enthielt und die vor der Impfung mit Tm. 
blank filtriert und sterilisiert wurde, durchgefiihrt. Die Tm.-Bakterien 
wurden stets unter gleichen Bedingungen herangezogen und in Form einer 
dichten und homogenen wasserigen Aufschlemmung (Tm.-Konzentration) 
zur Impfung verwendet. 


1 Arch. f. Mikrobiol. 2, 245, 1931. 2 Diese Zeitschr. 248, 451, 1931; 
247, 246 u. 482, 1931. 


Biochemische Zeitschrift Band 273. 





K. Schreder, R. Brunner u. R. Hampe: 


a) Qualitative Untersuchungen. 


Die in der vergorenen Nahrlésung vorgenommene Untersuchun 
erstreckte sich auf folgende Nebenprodukte: Fliichtige Saéuren (Ameisen., 
Essig-, Propionsiiture und héhere Homologe), nicht fliichtige Sauren (Bern 
stein-, Milch-, Apfel-, Oxal- und Oxalessigsiure), Alkohole (Methylalkolho| 
und héhere Alkohole), Glycerin, Ester, Aldehyde (Acetaldehyd), Acety! 
methylearbinol, Butylenglykol und Diacetyl. Hierbei konnten bei anaerobe: 
Garung nachgewiesen werden: Kohlensiure, Athylalkohol, Essigsaure, 
Milchséure, Glycerin, nebst Spuren von Bernsteinséiure, Acetaldehyd, 
Acetylmethylearbinol und Ester. Bei der aeroben Garung wurden aube: 
diesen Stoffen noch geringe Mengen héherer Alkohole gefunden und iibe: 
dies waren Acetaldehyd und Acetylmethylearbinol in bedeutend gréBere: 
Menge vorhanden, wie sich aus der Intensitat der beziiglichen qualitativen 
Reaktionen ergab. Die Reaktion aller anderen in Betracht kommenden 
Stoffe verlief negativ. 


b) Quantitative Untersuchungen. 


An der Intensitaét der qualitativen Reaktionen lieB sich bereits e1 
kennen, da von den Nebenprodukten nur KEssigséure, Milchsaéure und 
Glycerin und auBerdem bei den aeroben Versuchen auch Acetaldehyd und 
Acetylmethylearbinol in solecher Menge vorhanden sind, daB sie einer 
genauen quantitativen Bestimmung zugénglich sind. Die Reaktionen aut 
Bernsteinsiure, héhere Alkohole und Ester waren jedoch meist so schwach, 
daB ihre quantitative Festlegung nicht vorgenommen werden konnte. 
Die quantitative Bestimmung der einzelnen Garprodukte erfolgte hierbei 
nach bekannten Methoden. Lediglich fiir die Bestimmung des Alkohols, 
die ja in Anwesenheit von Acetaldehyd vorgenommen werden mute, war 


es notwendig, eine eigene Methode auszuarbeiten, zumal die hierfiir in der 


Literatur bekannten Methoden unseren Anforderungen nicht entsprachen. 
Ankniipfend an die oxydimetrische Bestimmung des Alkohols nach Fellev 
berg! wurde diese nach geeigneter Modifizierung auch fiir unsere Acetaldehyd- 
Alkoholmischungen als anwendbar befunden. Das Prinzip unserer Be 
stimmung war kurz folgendes: In dem acetaldehydhaltigen alkoholischen 
Destillat wurde der Acetaldehyd in bekannter Weise (jodometrisch) be 
stimmt. Entsprechend der Fellenberg-Methode wurde nun der fiir die 
Oxydation von Alkohol und Acetaldehyd notwendige Kaliumbichromat- 
verbrauch festgestellt und durch Abzug des fiir die Aldehydoxydation 
benétigten Kaliumbichromats von demselben der fiir die Alkoholoxydation 
verbrauchte Bichromatanteil errechnet (0,87 cem K,Cr,O; = 1,91 mg Acet- 
aldehyd = Img Athylalkohol). Bei dieser Bestimmung muB ein grofer 
UberschuB an Kaliumbichromat angewendet werden. 


Experimentelles, 
a) Versuchsapparatur (s. Abb. 1). 


Bei unseren anaeroben und aeroben Garversuchen muSten alle in den 
Stoffwechsel eingefiihrten und durch ihn erzeugten Kérper der quantitativen 
Bestimmung zugefiihrt werden, worauf bei der Zusammenstellung der Appa 
ratur Riicksicht zu nehmen war. Der verhaltnismaBig komplizierte Bau 
derselben erklart sich durch die Notwendigkeit der Erfassung des Sauerstof!s 


1 Diese Zeitschr. 188, 365, 1927. 
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| Aerobiose. Aus oben Erwahntem geht hervor, da8 die in der Literatur 
eschriebenen Sauerstoffbestimmungsapparaturen (z. B. von Barcrojt) 
fir uns nicht in Betracht kamen. Erst die makrometrische Bestimmungs- 
methode von Fritz Windisch! erschien fiir unsere Zwecke geeignet. Aber 
auch hier muBten wir zweckdienliche Verainderungen vornehmen. So war 
es fiir uns notwendig, den fiir die Bestimmung verwendeten, auf elektro- 
vtischem Wege aus 20°%.iger Kalilauge hergestellten Sauerstoff, von dem 
mmer in geringer Menge beigesellten Wasserstoff durch Uberleiten des 
Sauerstoffs tiber auf 250° C erhitzten 
Kupferoxydasbest zu reinigen. Der 
das GargefaB  verlassende  iiber- 
schiissige Sauerstoff wurde auch bei 
uns mit ghihendem Kupfer fixiert; 
wahrend nun Windisch das ent- 
stehende Kupferoxyd der Wagung 
unterwirft, wurde es bei uns mit sauer- 
stofffreiem Wasserstoff reduziert und 
das entstehende Wasser in Chlor- 
calciumréhren aufgefangen und ge- 
wogen. Hierdurch wurde die Wagung 
des sehr hygroskopischen Kupferoxyds 
umgangen und auBerdem -war die 
Méglichkeit gegeben, langandauernde, 
grobe Sauerstoffmengen bendtigende 
aerobe Versuche durchzufiihren; fiir 
letzteren Fall war es ja nur notwendig, 
von Zeit zu Zeit Wasserstoff durch- 
zuleiten, das entstehende Wasser iiber 
Chlorealeium aufzufangen und zu 
wagen, wodurch dann wieder neue 
Sauerstoffmengen am_ reduzierten 
Kupfer fixiert werden konnten. Die 
Kinschaltung des Chromsaure- 
SchwefelsiurewaschgefaBes war bei 
unseren Versuchen nicht notwendig, 
da unsere fliichtigen Garungsprodukte 
(Alkohol, Acetaldehyd, Ester) in zwei 
eisgekiihlten Vorlagen quantitativ zu- 
rickgehalten wurden, wie wir uns durch Blindversuche iiberzeugen konnten. 
Auch der bei der Windisch-Apparatur am Ende verwendete Sauerstoff- 
priifer erwies sich bei uns als iiberfliissig, da die Sauerstofffreiheit der 
Apparatur ohne weiteres durch das Blankbleiben des reduzierten Kupfers 
festgestellt werden konnte. 

Die Arbeitsweise geht aus der Abb. 1 und Erlauterung derselben ohne 
weiteres hervor. 

Die einzelnen Teile der Apparatur werden mit Vakuumschliuchen 
bester Qualitat verbunden. Nach Zusammenstellung der Apparatur muB 
eine sorgfaltige Dichtigkeitspriifung vorgenommen werden. Vor Beimpfung 
der im Garkolben befindlichen sterilen Nahrlésung miissen simtliche Teile 
der Apparatur durch Durchspiilen mit Stickstoff sauerstofffrei gemacht 








Abb. 1. 


1 Wochenschr. f. Brauerei Nr. 18 bis 22, 1933. 
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werden. Nach dieser Durchspiilung wird das teilweise oxydierte Kupfe: 
im Verbrennungsofen mit Wasserstoff bei etwa 500°C reduziert.  Wird 
nun die Apparatur als vollkommen sauerstoffrei befunden (Blankbleiben 


des Kupfers), so erfolgt die Impfung mit einer bestimmten Menge vorher 


entliifteten Impfgutes durch den Trichter 7'r. Von Zeit zu Zeit wird nun 
aus dem MischgefaB iiber das sterile ’Nattefilter Wa die synthetische Luft 
in das GargeféB geleitet. Das zu einer Brause erweiterte kapillare Ein 
leitungsrohr Br und die Schiittelung des Garkolbens bedingen eine gute 
Durchliiftung. Nach beendeter Garung wird nun solange weiter Stickstoff 
durch die Apparatur geleitet, bis dieselbe wieder sauerstofffrei geworden 
ist. Nach der so erfolgten Fixierung des Sauerstoffiiberschusses am redu 
zierten Kupfer schlieBt sich nun die Reduktion des entstandenen Kupfe1 
oxyds durch Wasserstoff und Uberleitung des gebildeten Wassers in dic 
gewogenen Chlorcalciumréhren Ch, bis Ch,;, unter Zuhilfenahme von Stick 
stoff als Transportgas an. Zwecks Hintanhaltung von Verstopfungen in 
diesen Chlorcaleciumréhren ist es vorteilhaft, das erste Rohr teilweise mit 
Glaswolle zu fiillen und hierdurch die Hauptmenge des Wassers aufzusaugen. 

Nach Beendigung des Garversuchs wurde die im Garkolben befindliche 
Fliissigkeit einer Filtration mit der im folgenden beschriebenen Apparatur 
unterworfen. Hierbei gelang es einerseits eine vollkommen klare, bakterien- 
freie Fliissigkeit zu erhalten, mit der dann die einzelnen quantitativen 
Untersuchungen vorgenommen werden konnten, und andererseits war es 
auf diese Weise méglich, die Bakterienernte zu bestimmen. Wahrend der 
Garung nimmt namlich im allgemeinen die eingeimpfte Bakterienmasse 
infolge ihrer Vermehrung bzw. dem Wachstum der Einzelindividuen an 
Gewicht zu. Die Differenz zwischen Tm.-Ernte und Tm.-Impfgabe stellt 
die Assimilation dar, deren Kenntnis zur Aufstellung der Stoffwechsel: 
bilanz notwendig war. 

Obige Apparatur wurde auch bei unseren anaeroben Versuchen ver- 
wendet, wobei natiirlich der der Sauerstoffentwicklung und Fixierung 
dienende Teil ausgeschaltet blieb. Wird diese Apparatur bei Garungen 
mit anderen Garungserregern, bei welchen auch fliichtige Garprodukte 
(Wasserstoff, Methan, Schwefelwasserstoff, leichtfliissige Ester) ent- 
stehen, verwendet, ist es notwendig, an unsere Chlorcalciumroéhren ein 
gewogenes Natronkalk-Chlorcalciumrohr bzw. einen  Kalilauge-Ca Cl, 
Apparat anzusetzen, anderenfalls Sauerstoffverluste dadurch entstehen 
wiirden, da diese fliichtigen Giarungsprodukte durch das entstandene 
Kupferoxyd zu Kohlensiure bzw. SO, und Wasser verbrannt und ent- 
fiihrt werden. 


b) Apparatur zur Bestimmung der Bakterienmasse. 


Die bei der quantitativen Analyse verwendeten Papierfilter eignen 
sich nicht zum Filtrieren von Bakterienaufschlemmungen, zumal ihre 
Porengr6Be im allgemeinen gréBer ist als die GréBe der Bakterienzelle. 
Bakteriendicht sind nur die feinen Ultrafilter, wie z. B. die Eisessig-Kollo- 
diumfilter. Mit diesen Filtern kann man aber aus Griinden der Eigenart 
des Filtermaterials keine Bakterientrockensubstanzbestimmungen  vor- 
nehmen. Die in der FiltergroBtechnik bekannten Entkeimungsfilter aus 
Celluloseasbestmasse schienen uns fiir diese Zwecke geeignet. Die Ent- 
keimungsfilter (EK.-Filter) werden von den Firmen Th. Seitz, Kreuznach, 
und B. Hellmann, Prag, hergestellt. Es muBte daher erst eine zweckmabBige 
Filterapparatur ersonnen werden. Aus der nachfolgenden Abb. 2 ersielt 
man einen solchen Apparat. Dieser Apparat ist aus Jenaer Geritegla: 
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sefertigt und mu auf einen Druck von etwa 5 Atm. geeicht sein und wird 
zweckmaéBig mit einem dichten Drahtgitter umgeben. Die Filtration erfolgt 
unter Druck von etwa 0,2 bis 0,3 Atm. 


Die Filterplatten muB8ten mittels einer Stanze aus den im Handel 
befindlichen EK.-Filtern ausgestanzt werden. Es erwies sich als notwendig, 
das EK.-Filter sowohl an der Ober- als auch an der Unterseite mit geharteten 
quantitativen Filtern (Barytfilter) gleichen Durchmessers zu bedecken und 


HYSYIYS 


V2 
GEL ERE UT A 























in den Apparat einzusetzen; hierdurch 
wird ein Ankleben von Filterfasern 
des EK.-Filters an den Gummiring G, 
und die Siebplatte vermieden, sowie 
das Durchgehen von Fasern in die fil- 
trierte Fliissigkeit unméglich gemacht. 
Da die Filter zur Bestimmung der Bak- 
terientrockensubstanz dienen sollten, 
Abb. 2. miissen sie vor allem zwei Anforde- 

rungen geniigen: erstens, sie diirfen an 

die zu filtrierende Fliissigkeit keine auswaschbaren Substanzen abgeben 
und zweitens, sie miissen sich bei 105°C zur Gewichtskonstanz trocknen 
lassen. Der ersten Anforderung geniigen die unvorbereiteten Filter absolut 
nicht, da bei jeder erneuten Waschung mit z. B. heiBem Wasser, Gewichts- 
abnahmen bis tiber 0,1 g beobachtet wurden. Es war nun notwendig, diese 
auswaschbaren Substanzen (wie z. B. Pentosane, Alkalien) dureh eine 
entsprechende Vorbehandiung zu entfernen. Folgender Weg erwies sich 
als geeignet: Die Filter wurden mit nachstehenden Fliissigkeiten in an- 
gegebener Reihenfolge durchgewaschen: 250 cem warme Salzséure (1: 4), 
100 cem heiBes Wasser, 100 ccm warme 10°%ige Natriumcarbonatlésung, 
100 cem heiBes Wasser, 250 cem warme Waschfliissigkeit mit 10 %igem 
Alkohol und 3°%iger Essigséiure, 100 cem heiBes Wasser, 250 cem warme 
Waschfliissigkeit mit 2%igem Alkohol und 0,1 %iger Essigsiure, je dreimal 
200 eem heiBes Wasser und zuletzt 200 cem kaltes Wasser. Nach diesem 
Waschproze8 wird das Filter in einem Wageglas (aus Jenaer Gerateglas) 
bei 105°C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, was in etwa 4 Stunden 
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erreicht wird. Die oben angefiihrte zweite Anferderung ist somit. erfiillt 
Um zu sehen, ob der AuswaschprozeB beendigt ist, wird nun nochma 
mit 250 cem warmer Waschfliissigkeit, mit 2°,igem Alkohol und 0,1 °jigé 
Essigsiure, dann je dreimal mit 200 cem heiBem Wasser und 200 cem kalter 
Wasser gewaschen, getrocknet und gewogen. Dieses Waschen und Trockne) 


mu solange fortgesetzt werden, bis die Gewichtsabnahme nicht mehr als 


1, héchstens 2 mg betrigt. 

Bei unseren Garfliissigkeiten war die Leistungsfahigkeit des Filters 
etwa | Liter in 3 Stunden. Vorteilhaft war es, in kleineren Partien (etwa 
250 ecem) zu filtrieren, dann das obere gehartete Auflagefilter nac} 
Waschung gegen ein neues getrocknetes und gewogenes Filter ausz) 
wechseln, da ein groBer Teil der Bakterien damit entfernt wurde und das 
weitere Filtrieren ohne besondere Druckerhéhung gut vonstatten ging'. 


Versuche. 

Wie oben erwahnt, hat der Entdecker des Bakteriums, P. Lindne; 
bereits die Beobachtung gemacht, daB bei Liiftung von mit Tm. in 
Gairung versetzten Fliissigkeiten eine geringere Alkoholausbeute er- 
halten wird als bei der anaeroben Garung desselben Substrats. Als 
Ursache hierfiir gab er die durch den Luftsauerstoff bewirkte ,,Alkohol- 
assimilation’ an; diese stellt eine Reaktion zwischen dem Sauerstoff 
und dem Alkohol unter eventueller Zuhilfenahme anderer Substanzen 
dar, wobei zellaufbauende Koérper (wie z. B. Fett) gebildet werden sollen. 

Um uns zunachst iiber die GréBe der Alkoholabnahme der aeroben 
gegeniiber den anaeroben Versuchen zu orientieren, wurden einige 
Garversuche in gezuckerter Bierwiirze vorgenommen. Der Alkohol- 
gehalt betrug 1,72°;, bei anaerober und 1,60°% bei aerober Versuchs- 
fiihrung. Ahnliche Resultate wurden auch an Garversuchen mit unserer 
anorganischen Nahrlésung erhalten. Es kénnte natiirlich auch der 
EKinwand gemacht werden, daB der Aufbau von Kérpersubstanzen nicht 
auf Kosten des Alkohols geschihe, sondern daB im Falle der Liiftung 
eine teilweise Umkehrung der Garungsreaktion eintritt, wobei aus den 
C,-Stufen des Newbergschen Garungsschemas Zucker riickgebildet wird, 
welcher dann teilweise zur Assimilation Verwendung findet: auch in 
diesem Falle wiirde ja das Alkoholminus des aeroben Versuchs erklart 
sein. Zur Entkraftigung dieses Einwandes und als Beweis fiir dic 
Assimilation des Endproduktes der Garung, Alkohol, welche einer 
Resynthetisierung desselben gleichkommt, wurden folgende Versuche 
angestellt: Eine anorganische Nahrlésung wurde mit 12 g Saecharose 
versetzt und mit Tm. aerob vergoren. Die Alkoholausbeute betrug 
5,23 g, wahrend 5,63 g Kohlensaéure gefunden wurde. Bei einem zweiten 
Versuch wurde dieselbe Nahrlésung mit 12g Saccharose und 3,27 ¢ 
Alkohol versetzt und auf gleiche Weise aerob vergoren. Der Alkoho! 


! Der Apparat wurde vom Glasblaser E. Zahradnik, Wien IV, Freihaus, 
angefertigt. 
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dieses Versuchs betrug 8,38 g, die Kohlensaéure 5,68 g. Im Sauregehalt 
zeigten sich keine Unterschiede bei beiden Versuchen. Die fast gleichen 
(O,-Werte und die gleichen Sauregehalte lassen darauf schlieBen, dab 
die Garung bei beiden Versuchen in annahernd gleichem AusmaB vor 
sich gegangen ist; es mu daher auch im zweiten Versuch der ent- 
standene Garungsalkohol um 5,23 g liegen. Zieht man nun vom Gesamt- 
alkohol dieses Versuchs (8,38 ¢) den Garungsalkohol (5,23 g) ab, so 
ergibt sich eine Alkoholdifferenz von 3,15 g. Da wir aber 3,27 g Alkohol 
vom Anfang an zugesetzt hatten, ergibt sich ein Alkoholmanko von 
0,12 g, welches nur durch Alkoholassimilation wahrend der Garung 
erklart werden kann. Durch diese Versuchsanordnung war es also 
velungen, die Annahme Lindners zu bekraftigen. Eine Reihe auf der- 
selben Basis beruhender Versuche ergaben alle ahnliche Bilder. 

Bei diesen Versuchen wurde auch die Gr6éBe der Assimilation auf in- 
direktem Wege als Gewichtsdifferenz zwischen den der Garung zugefiihrten 
und den aus derselben erhaltenen Stoffen bestimmt. Sie betrug beim 
aeroben Versuch mit Alkoholzusatz 0,2627 g gegeniiber 0,1269 g beim 
gewohnlich aeroben Versuch. Nach diesen orientierenden Vorarbeiten 
gingen wir daran, die Assimilation auf direktem Wege (in mdglichst 
einfacher Weise) zu bestimmen, wozu wir den bereits oben beschriebenen 
Filterapparat in Verwendung nahmen. Zu diesem Zwecke wurden zwei 
|-Liter-Garkolben mit 600ccm unserer anorganischen Nahrlésung 
(lg K,HPO, + 1g (NH,),SO, + 0,5 g MgSO, auf 1 Liter destilliertem 
Wasser) unter Zugabe von 20g Zucker beschickt. Nach erfolgter 
Sterilisation wurde in einen der beiden Kolben 4 ccm 96 %,igen Alkohols 
gegeben, worauf dann beide Kolben mit der gleichen Menge von in 


Wasser aufgeschlemmten Tm.-Bakterien (Tm.-Konzentrat) — 0,0520 g 
Tm.-Trockensubstanz entsprechend — geimpft und mit einem ein- 


fachen Wassergaraufsatz verschlossen wurden. Die Garung wurde bei 
25° C durchgefiihrt und setzte ziemlich gleichzeitig ein. Nach beendeter 
Garung wurden mit unserem Filterapparat die Kolbeninhalte filtriert 
und so die Tm.-Ernte bestimmt. Die Differenz zwischen der Tm.-Ernte 
und der Impfgabe (0,0520 g) ergab die Assimilationsmenge. Diese war 
im Falle des Versuchs ohne Alkoholzusatz: 0,1662 g und im Falle des 
Alkoholzusatzes 0,1760 g. Die Assimilation war also im zweiten Falle 
gréBer als im ersten, eine direkte Bestatigung unserer in friiheren Ver- 
suchen gemachten Beobachtungen. Entsprechend der geringen zur 
Verfiigung stehenden Luftmenge war ein starkerer Unterschied in der 
Assimilation nicht zu erwarten. 

DaB der Alkoholzusatz nur bei aeroben Versuchen assimilations- 
erhéhend wirkt, zeigen zwei streng anaerob gefiihrte Versuche (Impfgabe 
0,0520 g), wobei dem einen wieder 4 ccm 96°,iger Alkohol auf 600 cem 
Garfliissigkeit zugesetzt wurde. Die Assimilation war in beiden Fallen 
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fast gleich, ja sogar bei dem Alkoholzusatzversuch etwas geringe; 
(0.1790 gegen 0,1828). Dies kann durch eine schwach assimilations 
hemmende Wirkung des Alkohols, der ja in diesem Falle infolge Saue1 
stoffmangel nicht zur Assimilation verwendet werden kann, seine 
Ursache haben. Bei den anaeroben Versuchen tritt also das Entgegen 
gesetzte wie bei den aeroben Versuchen ein. Auch zeigte sich hier, dal 
die Assimilation bei den anaeroben Versuchen etwas gréBer ist als bei 
den aeroben, was zunachst nicht erwartet wurde. 

DaB die Assimilationsunterschiede zwischen aeroben Versuchen 
mit und ohne Alkoholzusatz auch gréBer sein kénnen, zeigten uns zwei 
Versuche, wo die Assimilation durch den Alkoholzusatz von 0,0628 auf 
0,1643 g stieg. Der Grund fiir diese hohe Alkoholassimilation diirfte 
in einem der Assimilation besonders giinstigen Sauerstoffgehalt de: 
Nahrloésung gelegen sein. Auch geringe Verschiedenheiten im physiologi- 
schen Zustande, die trotz sorgfaltigster Heranziehung des Impfmaterials 
nie ganz zu umgehen sind, kénnen gewisse Unterschiede in der Assi- 
milation zeitigen. 

Um uns tiber die GréBe des Atmungsstoffwechsels, der natiirlich 
nur eine geringe Bedeutung gegentiber dem Garungsstoffwechsel besitzt, 
zu orientieren, wurde in zuckerfreier anorganischer Nahrlésung die bei 
Liiftung entstandene Atmungskohlensaure bestimmt. Dieses Atmungs- 
ausma wurde als sehr gering befunden (0,0133 bzw. 0,0145 g CO,) 
und steigerte sich auch bei Gegenwart von Alkohol nicht. Bei Zucker- 
zusatz, wo also Garung auftritt und der Garungsstoffwechsel den der 
Atmung iiberdeckt, wird letztere infolge der vermutlich atmungs- 
steigernden Wirkung des Zuckers in etwas gréBerem AusmaB vor sich 
gehen. Nachdem die Bestimmung dieser AtmungsgréBe allein nur 
innerhalb der Inkubationszeit méglich ware, die aber bei unseren Fallen 
sehr kurz war, wurde dieselbe, der Unsicherheit der erhaltenen Resultate 
wegen, nicht durchgefiihrt. Unsere Sauerstoffbilanz (siehe spater 
beweist aber auch hier das geringe Atmungsausma8 bei der Garung 

Da die oben beschriebenen aeroben Assimilationsversuche, bei 
welchen nur ein geringes Luftquantum zur Verfiigung stand, die Lindner- 
schen Beobachtungen beziiglich der Alkoholassimilation bestatigten 
versuchten wir bei den folgenden Versuchen durch starkere Liiftung 
diesen Assimilationsbetrag zu erhéhen. Gleichzeitig wurden hierbei 
sowie bei den anaeroben Versuchen alle am Garungsstoffwechsel be 
teiligten Stoffe quantitativ erfaBt und die Bilanz aufgestellt; diese 
Versuche wurden ausnahmslos mit unserer bereits beschriebenen 
Garungsapparatur durchgefiihrt, wobei wieder dextrosehaltige anorga 
nische Nahrlésung als Nahrsubstrat diente. 

Die verwendete Bilanzgleichung lautet: Dextrose +- (Zusatzalkohol 
-+ Sauerstoff = Garungsprodukte + Oxydationswasser +- Assimilation 
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Bei den anaeroben Versuchen fallt natiirlich der Summand Sauerstoff 
bzw. Oxydationswasser weg. 


Was die einzelnen Faktoren dieser Gleichung betrifft, sei hieriiber 
folgendes gesagt: Als Dextrose verwendeten wir das von Schering- 
Kahlbaum in den Handel gebrachte Saccharum amylaceum_ puriss. 
anhydric. D. A. B.6. Es wurde hiervon fiir jeden Versuch 20,0000 g 
eingewogen. Der Zusatzalkohol wurde bei einzelnen aeroben Versuchen, 
die neben den gewohnlich aeroben liefen, schon vor der Impfung zugegeben 
und betrug im Maximum 3,4 g. Der Sauerstoff wurde bei den aeroben 
Versuchen in Form von synthetischer Luft (etwa 20°, O,-Gehalt), 
und zwar in Mengen von 5, 7, 18 und etwa 30 Liter (dauernde Beliiftung) 
zugefihrt. Hierbei wurde bis zum Ankommen der geimpften Nahr- 
lsung schwach, wahrend der Hauptgarung starker und beim Ausklingen 
der Garung wieder schwacher geliiftet. Mit Ausnahme der dauernd 
belifteten Versuche wurde die Luft nur von Zeit zu Zeit (z. B. alle 
15 bis 30 Minuten je 50 cem Luft) unter Schiitteln der Garfliissigkeit 
eingeleitet. Die Liiftungsschemas der einzelnen untereinander zu ver- 
gleichenden Versuche (z. B.  5- und 7-Liter-Versuch) waren gleich. 
Bei den anaeroben Versuchen wurde statt der Luft sauerstofffreier 
Stickstoff, und zwar nach demselben ,,Liiftungsschema wie bei den 
korrespondierenden aeroben Versuchen durchgeschickt. Uber die 
Garungsprodukte wurde bereits oben ausfiihrlich gesprochen. Erwahnt 
sei nur, daB in der ,,Gérungskohlensdure™ bei den aeroben Versuchen 
auch die Atmungskohlensaure enthalten ist, deren Menge aber, wie aus 
der weiter unten besprochenen Sauerstoffbilanz hervorgeht, nur gering 
ist. Zum Versténdnis des Summanden Oxydationswasser sei zunachst 
daran erinnert, daB auch bei der alkoholischen Tm.-Garung die bekannten 
Neubergschen Vergairungsformen, bei uns vor allem die erste, Geltung 
haben. Danach entsteht also iiber verschiedene Zwischenprodukte aus 
Dextrose Methylglyoxalhydrat, welches dann mit dem Akzeptor Brenz- 
traubenséure und das Hydrierungsprodukt des Akzeptors liefert. Im 
Falle der anaeroben Garung ist dieser Akzeptor das aus der Brenz- 
traubensiure und der Decarboxylierung entstehende Acetaldehyd, 
welcher dann den Alkohol ergibt. Bei der aeroben Garung beteiligt 
sich auch ein Teil des Sauerstoffs als Akzeptor, wobei als Hydrierungs- 
produkt Wasser entsteht: durch diese Abfangung eines Teiles des Wasser- 
stoffs durch den Sauerstoff bleibt dessen sonstiger Reaktionspartner, 
der Acetaldehyd. teilweise als solcher erhalten. Dies erklart das Auf- 
treten des Acetaldehyds bei den aeroben Versuchen, dessen Mengen mit 
der Starke der Liiftung zunehmen. Neben dieser Reaktion diirfte auch 
eine direkte Oxydation des Alkohols 


C,H,OH + O = C,H,O + H,O (a) 
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Acetaldehyd liefern. Wie immer aber der Acetaldehyd entsteht, ent 
sprechen 1 Sauerstoffatom das Nichtentstehen bzw. das Verschwinden 
von 1 Mol Alkohol und das Erhaltenbleiben bzw. Entstehen von 1 Mo! 
Acetaldehyd sowie die Bildung von 1 Mol Hydrierungs- bzw. Oxy 


dationswasser. Wir kénnen nun nach obiger Gleichung aus der Meng: 
des bei den aeroben Versuchen entstehenden Acetaldehyds die ent 
sprechende Alkoholabnahme (ein Teil des Gesamtalkoholdefizits) und 


die Menge des so gebildeten Wassers (ein Teil des ,,Oxydationswassers 
unserer Bilanzgleichung) berechnen. 

Die bei den aeroben Versuchen erhéhte Essigséurebildung erklart 
den weiteren Teil der Alkoholabnahme und des Oxydationswassers 
Diese vermehrte Essigsiurebildung kann rechnungsgemaB als Oxydation 
des Alkohols zu Essigséure nach der Gleichung 

C,H,OH + 20 = CH,COOH + H,0 (b) 
aufgefaBt werden!. Da aber schon bei der streng anaeroben Garung 
Essigsiure, und zwar bei unseren Versuchen in ungefahr gleich grobe1 
Menge (rund 0,1 g) entsteht, so wird man keinen allzu groBen Fehler 
machen, wenn man zur Berechnung der nach obiger Gleichung ent- 
stehenden Essigsiure von der Gesamtessigsiure der aeroben, die Essig- 
siure der anaeroben Versuche (rund 0,1 g) abzieht. Die aus dieser 
Differenz berechnete ,,Oxydationsessigsaure‘‘ miissen wir der Errechnung 
des restlichen Teiles der Alkoholabnahme und des ,,Oxydationswassers” 
zugrunde legen; hierbei wird obige Gleichung (b) verwendet. 

Das Oxydationswasser unserer Stoffwechselbilanz stellt also dic 
Summe der nach obigen zwei Gleichungen berechneten Wassermengen 
dar, ebenso wie das Alkoholdefizit unserer Tabelle I (siehe dieselbe) dic 
Summe der ebenfalls nach diesen Gleichungen errechneten Alkohol- 
menge ist. 

_ Das bei der Atmung entstehende ,,Atmungswasser“ miiBte in 
unseren Summanden ,,Oxydationswasser* einbezogen werden; da aber 
diese GréBe nicht genau bestimmt werden kann und auBerdem einen 
sehr kleinen Wert darstellt, wurde sie bei uns nicht beriicksichtigt. 

Der letzte Summand unserer Bilanzgleichung _ ,, Assimilation” 
wurde auf direktem Wege durch Differenzwagung zwischen Tm.-Ernte 
und Tm.-Impfgabe, beides als Trockensubstanz angegeben, ermittelt 
Die Bestimmung dieser beiden GréBen geschah in der bereits friihe: 
erwahnten Weise. Der Vollstandigkeit halber sei hinzugefiigt, dal 
in dieser Assimilation auch die bei der Tm.-Vermehrung bzw. dem Tm.- 
Wachstum aus der Nahrlésung aufgenommenen Aschenbestandteile 


! Tatsachlich diirfte diese ,,aerobe Essigséiure‘S durch Dismutation des 
Acetaldehyds entstanden sein, was aber auf obige Berechnung keinen EinfluS 
ausiibt. 
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enthalten sind. Bei unserer Bilanz miiBte nun dieser Betrag von der 
Differenz aus Tm.-Ernte und Tm.-Impfgabe abgezogen werden; die 
Kleinheit dieses Betrages aber gestattet ohne weiteres seine Vernach- 
lassigung. 

Diese als Assimilation angegebene Gewichtszunahme der Bakterien- 
masse kann durch eine VergréBerung der Bakterienzahl (Vermehrung) 
oder durch eine Gewichtszunahme des Einzelindividuums (Wachstum) 
bzw. durch das Zusammenwirken beider Faktoren bestimmt sein. 
Sind die Assimilationswerte groB, so diirfte wohl vor allem Vermehrung 
stattgefunden haben, sind sie hingegen klein, so kénnen sie unter Um- 
standen nur durch Wachstum der Bakterienzelle an sich entstanden 
sein, ohne da hierbei Vermehrung stattgefunden haben mub. 

Die nun folgenden Versuche (1 bis 8 der Tabelle I) wurden alle auf 
gleiche Weise angesetzt: In 600 cem unserer anorganischen Nahrlésung 
wurden genau 20 g reinste Dextrose aufgelést. Geimpft wurde wieder 
mit unserem Tm.-Konzentrat (siehe oben). Eine der Impfgabe gleich 
groBe Menge dieses homogenen T'm.-Konzentrats wurde zur Bestimmung 


der Impfgabetrockensubstanz verwendet. Die Impftemperatur betrug 
stets 28°C, diese Temperatur wurde innerhalb 7 Stunden gleichmaBbig 
bis 35° C gesteigert (1° pro Stunde), und bis zur Beendigung der Garung 


beibehalten. 

Bei den ersten zwei aeroben Versuchen (1 und 2 der Tabelle 1) 
ohne und mit Alkoholzusatz, wurden je 5 Liter unserer synthetischen 
Luft waihrend der Versuchszeit durchgeleitet; diese Durchleitung war 
keine ununterbrochene, sondern wurde nur von Zeit zu Zeit vorgenommen. 
Die Schiittelung der Garfliissigkeit geschah nur wahrend des Durch- 
leitens. Das Liiftungsschema war bei beiden Versuchen dasselbe. 
Die Resultate dieser Versuche sind der Tabelle I zu entnehmen. Wieder 
ist der Assimilationswert der aeroben Garung mit Alkoholzusatz (Ver- 
such 2) gr6éBer als der der gewéhnlichen aeroben Garung (Versuch 1). 
Da bei beiden Versuchen annahernd die gleiche Impfgabe zur Verwendung 
gelangte (rund 70 mg), ist die Differenz zwischen diesen beiden Assimila- 
tionsgr6Ben (rund 40 mg) auf die Alkoholassimilation zuriickzufiihren. 
Die Assimilation bei Versuch 2 ist also um 36%, gréBer als beim Ver- 
such 1. Mit unseren friiheren Versuchen iibereinstimmend wurde auch 
hier im Versuch 2 der durch die Garung entstandene Alkohol als kleiner 
befunden als der beim Versuch 1. Sowohl der Acetaldehyd als auch 
dessen Kondensationsprodukt Acethylmethylearbinol sind bei diesen 
Versuchen wesentlich gréBer als bei den friiher mitgeteilten — eine Folge 
der intensiveren Liiftung. 

Betrachtet man die Werte fiir Essigsaure und Milchsaure, so ersieht 
man hieraus, daB erstere weit gréBer als letztere sind. Dies war sehr 
bemerkenswert, zumal Lindner und auch AKluyver angeben, dab die bei 
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der Garung entstandene Saure hauptsachlich Milchséure sei. Ahnliche 
Beobachtungen machten auch wir bei unseren mit dem frisch importierten 
Tm. durchgefiihrten Versuchen. Es ist nun wohl méglich, daB dure) 
die Zichtung in unseren Nahrmedien, wodurch das Tm. zum ,,Kultur- 
Tm. wurde, eine Umstimmung im Saurebildungstypus in angegebene: 
Weise stattgefunden hat. Jedenfalls konnten wir bei unseren letzten 
Versuchen niemals mehr eine starke Milchséurebildung konstatieren 
Bei allen unseren aeroben Versuchen war die Essigsiureausbeute weit 
héher als bei den anaeroben. Dies ist wieder der Kinwirkung des Sauer- 
stoffs zuzuschreiben, wobei es gleichgiiltig ist, ob man annimmt, daf} 
die Essigsiure durch direkte Oxydation des Alkohols oder durch Dis- 
mutation des Acetaldehyds zu Essigsiure und Alkohol entstanden ist ; 
in allen Fallen entspricht der Entstehung eines Mols Essigsiure der 
Verbrauch von 2 Grammatomen Sauerstoff und dem Verschwinden bzw. 
der Nichtbildung eines Mols Alkohol, letzteres gemessen an der Alkohol- 
bildung der ersten Vergdérungsform. Die Essigsiure der anaeroben 
Versuche (3 und 8) verdankt héchstwahrscheinlich ihr Entstehen einem 
Zuckerzerfall entsprechend der dritten Vergirungsform nach Neuberg. 
Diese spielt jedoch auch bei den aeroben Versuchen mit und erzeugt auch 
hier die ,,anaerobe Essigsiure‘*, die wir bei unseren Versuchen mit rund 
0,1 g annehmen koénnen (siehe oben). Auch die Bildung des Glycerins 
wird durch diese Vergirungsform mindestens teilweise erklart. 

Wenn man nun fiir den Versuch 1 und 2 die Bilanz entsprechend 
obiger Gleichung aufstellt, ergibt sich eine gute Ubereinstimmung 
zwischen links und rechts. Der in der Tabelle I angegebene ,, Analysen- 
fehler**, der auch bei den spateren Versuchen héchstens 0,7 °% betrug, 
ergibt sich aus der Differenz zwischen linker und rechter Seite der 
Bilanzgleichung. 

Zieht man nun vom tatsiéchlich gefundenen Sauerstoffverbrauch 
den fiir die Acetaldehyd-, Acetylmethylcarbinol- und Essigsaurebildung 
nach Gleichung (a) und (b) benétigten ab, so erhalt man den der Atmung 
und Assimilation zukommenden Anteil. Dieser Anteil ist in beiden 
Fallen klein (rund 0,04 g), was die schon friiher gemachte Beobachtung 
iiber das geringe AtmungsausmaB bestatigt. 

Addiert man bei beiden Versuchen 1 und 2 zu dem tatsachlich ge- 
fundenen Alkohol den nach Gleichung (a) und (b) berechneten (Alkohol- 
defizit), so ergibt die Differenz der beiden Alkoholsummen den dei 
Assimilation zugefiihrten Alkohol (gleicher Garungsalkohol voraus- 
gesetzt). Bei uns ist dieser Alkohol 9,8025 + 0,4835 — (9,5833 +- 0,6372) 

0,0655 g. Die tatsaichlich gefundene Alkoholassimilation betragt 
0,1527 — 0,1119 = 0,0408 g, worin auch der zur Assimilation verbrauchte 
Sauerstoff enthalten ist. Da aber bei Versuch 2 — wie spater besprochen 
wird — bereits eine geringe Assimilationshemmung statthaben diirfte. 
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wird die eigentliche Alkoholassimilation etwas gréBer sein.  Bereits 
aus diesen Griinden und wegen der Kleinheit der Alkoholassimilation 
und bei Beriicksichtigung der Genauigkeit der Bestimmungen von 
Alkohol, Acetaldehyd und Essigsaure war eine gréBere Ubereinstimmung 


nicht zu erwarten. 

Die Aufklarung des ,,Chemismus* der Alkohol-assimilation war bei 
der Kleinheit der in Betracht kommenden Faktoren leider nicht méglich 
Die Tatsache dieser Assimilation war hingegen durch die direkte Be 
stimmung derselben sichergestellt. 

Da bei unserem Versuch 2 die Alkohol-assimilation gering war, 
wurde versucht, ob durch etwas starkere Liiftung diese Assimilation 
vermehrt werden kann. Bei den weiteren Versuchen 4, 5a und 5b 
wurden 7 Liter Luft zur Liftung benutzt. Neben diesen Versuchen 
wurde ein anaerober Versuch 3 durehgefiihrt, bei welchem 7 Lite: 
sauerstofffreier Stickstoff durchgeleitet wurden, wobei die Zuftihrung 
des Stickstoffs der der Luft entsprach; die Anwendung des gleichen 
Liiftungsschemas war bei diesen Versuchen 3 bis 5b notwendig, um die 
durch die Garung entstandene Kohlensaure, die auf die Assimilation 
bzw. Vermehrung einen hemmenden EinfluB ausiiben kann, im ungefahr 


gleichen MaBe zu entfernen. Nur auf diese Weise erhalt man miteinander 


vergleichbare Zahlenwerte. 

Sehr interessant ist der Vergleich zwischen dem aeroben Versuch 4 
und 5a. Die Kohlensaiure- und Alkoholwerte sind praktisch dieselben, 
wesentlich verschieden hingegen sind die Werte fiir Acetaldehyd, 
Acetylmethylearbinol und Essigsiure. So wird bei dem Versuch mit 
Alkoholzusatz wesentlich mehr Acetaldehyd und Acetylmethylearbino! 
gebildet als beim Versuch 4, hingegen gilt beziiglich der Essigsiure 
das Umgekehrte. Ganz verschieden sind auch die Assimilationswerte, 
welche trotz gleicher Impfmenge beim Versuch 5a nur etwa den dritten 
Teil ‘desjenigen des Versuchs 4 ausmachen. 

Um uns zu vergewissern, daB dieser niedrige Assimilationswert beim 
Versuch 5a nicht durch die Menge des zugesetzten Alkohols bedingt war, 
haben wir einen analogen Versuch 5b mit weniger Alkoholgabe durch- 
gefiihrt. Trotz dieser Verinderung wurde im wesentlichen das gleiche 
Resultat viel Acetaldehyd und Acetylmethylearbinol, wenig Essig- 
siure und geringe Assimilation erhalten. Bei diesem Versuch wurde 
auch die Bilanz aufgestellt; die hierzu nétigen Werte, wie Oxydations- 
wasser, Sauerstoffverbrauch und Alkoholdefizit wurden auf die gleiche 
Weise berechnet. 

Was nun den anaeroben Versuch 3 betrifft, so ergibt sich hier 
natiirlich ein héherer Alkoholwert als bei den aeroben Versuchen 4 
und 5, da kein Alkoholdefizit infolge Bildung von Acetaldehyd usw. 
entsteht. Die Bildung der Essigsiure ist wieder wesentlich gr6Ber als 
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die der Milchséure. Die Glycerinbildung ist geringer als bei den aeroben 
Versuchen. Die Assimilation erscheint etwas geringer als bei dem 
veroben Versuch 4, da jedoch die Impfmenge bei Versuch 3 gréber ist 
als bei Versuch 4, so ergibt sich bei der rechnerischen Zugrundelegung 


. . an . . . . s 
der gleichen Impfmenge sogar eine etwas gréBere Assimilation in Uber- 


einstimmung mit unseren Vorversuchen; denn man braucht nur zur 
Impfgabe die Assimilation hinzuzuzdihlen und erhalt so die gesamte 
Tm.-Ernte, welche bei Versuch 3 gréBer ist als bei Versuch 4 (0,1834 
gegen 0,1683). 

Zum Studium des Garverlaufes bei noch starkerer Liiftung wurde 
der Versuch 6 mit 18 Liter durchgefiihrt. Auffallend war bei diesem 
Versuch die nur trag einsetzende und auberst langsam verlaufende 
Garung; brauchten wir friiher nur 3 Tage bis zu Ende vergoren war, so 
brauchten wir hierzu mehr als die doppelte Zeit. Bereits bei den Ver- 
suchen 5a und 5b wurde eine geringe Verlangsamung der Garung 
gegeniiber Versuch 3 und 4 beobachtet. 

Die Resultate zeigten unter anderem eine etwas geringere Kohlen- 
siurebildung, eine bedeutend niedrigere Alkoholbildung und dem- 
entsprechend sehr hohe Werte fiir Acetaldehyd und Acetylmethyl- 
carbinol. Bemerkenswert bei diesem Versuch war der hohe Gehalt an 
Essigester. Die tatsichlich gefundene Essigsiure war hier wesentlich 
geringer als bei den Versuchen mit schwacher Liiftung. Die Milchsaure 
war etwas hoéher als bei den friiheren Versuchen. 

Die Assimilation bei diesem Versuch war sehr gering, wir beob- 
achteten hier wieder die Tatsache, daB einem hohen Gehalt an Acet- 
aldehyd und Acetylmethylearbinol eine verhaltnismaBig niedrige 
Essigsdurebildung und eine sehr geringe Assimilation entsprechen. 
Die tatsachlich gefundene Tm.-Ernte (Impfgabe + Assimilation) ist 
bei dem Versuch 6 noch geringer als bei den Versuchen 5a und 5b 
(0,1058 gegen 0,1287 bzw. 0,1210). 

Kin analog dem Versuch 6 durchgefiihrter Versuch mit Zusatz von 
Alkohol konnte nicht bis zu Ende gefiihrt werden, da die Garung, nach- 
dem etwa 60°, Zucker vergoren waren, praktisch stehenblieb. Die 
nicht zu Ende vergorene Lésung wurde wieder untersucht und es zeigte 
sich ein ahnliches Bild wie bei Versuch 6. Das Stehenbleiben der 
Garung kann hier nicht auf ein zu tiefes py zuriickgefiihrt werden, da 
dieses der geringen Sauerung wegen sogar héher als bei den anderen 
Versuchen gefunden wurde. 

Bei dem nun folgenden Versuche 7 wurde wahrend der ganzen 
Versuchsdauer (7 Tage) Luft durchgeleitet. Auch hier war die Garung 
iuBerst trige und wurde bei Vergérung von 30° Zucker, wo sie fast 
stehengeblieben war, abgebrochen. Die Assimilation betrug nur 0,0154g 
und wirde auch bei Erreichung des Endzustandes der Géarung 
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nicht wesentlich mehr gewesen sein, da die Assimilation hauptsachlic|, 
am Beginn vonstatten geht. Die Tm.-Ernte betrug in diesem Fall« 
0,0684 g, sie war also noch geringer als bei dem Versuch 6. 

Zum Vergleich wurde nun ein anaerober Versuch (8) durchgefihrt, 
bei welchem Stickstoff die ganze Zeit durchgeleitet wurde. Die Garuny 
ging sehr rasch vonstatten, und es zeigte sich ein sehr hoher Wert dei 
Assimilation. Gegeniiber dem Versuche 3 war sie etwa dreimal so gro|), 
unter anderem wohl eine Folge des steten Forttransportes der ver- 
mehrungshemmenden Kohlenséiure. Die Menge des Acetylmethy!- 
carbinols war im Gegensatz zu 3, wo nur Spuren hiervon vorlagen, 
bestimmbar und betrug 0,03 g. Das Verhaltnis von Glycerin zu Essig- 
siure entsprach hier dem der dritten Vergirungsform Neubergs. 

Zusammenfassend ergab sich also die aéuBerst interessante und 
nicht erwartete Tatsache, daB bei intensiver Liiftung die Assimilation 
stark gehemmt ist. Da bei allen diesen Versuchen mit geringer Assi- 
milation hohe Acetaldehydwerte erhalten wurden, war es naheliegend, 
den Acetaldehyd fiir die geringe Assimilation mitverantwortlich zu 
machen. Zu diesem Zweck wurde ein Versuch durchgefiihrt, bei 
dem man von Anfang an Acetaldehyd (0,4g pro 600 ccm) zusetzte 
und welchen man in einem mit Garaufsatz verschlossenen Garkolben 
nach Impfung mit Tm. stehenlieB. Die Garung setzte auch hier langsam 
ein und verlief trige. Nach 7 Tagen wurde die Assimilation bestimmt 
und ergab bei einer Impfgabe von 0,0500 g eine Assimilation von nur 
0,0162 g. Der garungs- und assimilationshemmende EinfluB des Acet- 
aldehyds war somit nachgewiesen. 

An Hand der Tabelle I sollen nun die Assimilationswerte bei den 
verschiedenen Versuchen miteinander verglichen werden. Dort wo 
zwei Versuche die gleiche Impfmenge erhalten haben, lassen sich die 
Assimilationswerte direkt vergleichen (4 und 5), in anderen Fallen kann 
man die Tm.-Ernte, welche unter sonst gleichen Umstanden innerhalb 
gewisser Grenzen von der GroBe der Impfgabe unabhangig ist, zum 
Vergleich heranziehen (z. B. beim Versuch 1 und 4). 

Die gréBte Assimilation und Tm.-Ernte zeigt bei uns der anaerobe 
Versuch 8, bei welechem durch fortwahrendes Durchleiten von Stick- 
stoff die Garungskohlenséure entfernt wurde. Am kleinsten ist sie bei 
dem aeroben Versuch 7, bei welchem wahrend der ganzen Garung 
unter starkem Schiitteln Luft durchgeleitet wurde. Betrachtet man 
die aeroben Versuche 1 und 4, so sieht man bereits ein leichtes Herab- 
sinken der Werte fiir die Tm.-Ernte vom Versuch 1 mit 5 Liter Luft 
zum Versuch 4 mit 7 Liter Luft. Steigert man die Luftzufuhr noch mehr, 
so zeigt sich beim 18-Liter-Versuch 6 schon eine sehr geringe Assimilation, 
die beim Versuch 7 noch weiter heruntergeht. Bei den aeroben Ver 
suchen mit Alkoholzusatz konnte im Gebiete schwacher Liiffung 
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(Vorversuch und Versuch 2) Alkoholassimilation beobachtet werden, 
waihrend bei starkerer Liiftung (Versuch 5a und 5b) dieser Alkohol- 
zusatz sogar assimilationshemmend wirkt, wodurch die Assimilation 
kleiner als die der entsprechenden gewéhnlichen aeroben Versuche 
wird. Hierbei ist fiir den Liiftungserfolg nicht nur die Zah] der durch- 
geleiteten Liter Luft maBgebend, sondern der jeweilige Sauerstoff- 
gehalt der Fliissigkeit und der Zeitpunkt, bei welchem die Garfliissig- 
keit mit Sauerstoff, entsprechend dem Sauerstoffpartialdruck der 
Luft, gesattigt ist. Beim 18-Liter-Versuch ist dieser Zeitpunkt eben 


viel friiher erreicht als beim 7-Liter-Versuch — gleiche Schiittlungs- 
intensitat vorausgesetzt. Die Assimilation setzt bald nach Uber- 


windung der Inkubationszeit ein und ist schon fast beendet, wenn 
die Garung ihr Maximum erreicht hat!. Dementsprechend ist der Zu- 
stand der Garfhissigkeit (Sauerstoffgehalt, Gehalt an Alkohol und 
Acetaldehyd usw.) am Beginn der Versuche von ausschlaggebender 
Bedeutung fiir die GréBe der Assimilation. Dem Gesagten entsprechend 
kénnte man die Assimilation als Funktion des Sauerstoffgehalts der 
Nahrlésung darstellen, dergestalt, daf nur innerhalb gewisser Sauer- 
stoffgrenzen, der ,,Latitude tiberhaupt, Assimilation eintritt. Das 
Maximum derselben dirfte hierbei im anaeroben oder sehr nahe diesem 
(bei sehr geringem Sauerstoffgehalt der Lésung) liegen. 


Da wir aber wissen, dais der Acetaldehyd stark assimilations- 
hemmend wirkt, wird bei uns der Fall wie folgt liegen: Anaerobe Ver- 
suche, bei welchen kein oder nur Spuren Acetaldehyd gebildet werden, 
zeigen groBe Assimilationswerte (anaerobe Vorversuche, Versuch 3 
und 8). Schwach geliiftete aerobe Versuche zeigen ebenfalls infolge 
ihrer niederen Acetaldehydwerte hohe Assimilation (Vorversuche 
und Versuch 1). Setzt man diesen schwach geliifteten Versuchen von 
Anfang an etwas Alkohol zu, so wird bereits friiher Acetaldehyd durch 
direkte Alkoholoxydation entstehen und auch in der zu Ende vergorenen 
Lésung wird ein héherer Acetaldehydgehalt vorgefunden werden. 
So ist beim Versuch 2 die Summe aus Acetaldehyd und seinem Konden- 
sationsprodukt gr6é8er als beim Versuch 1.  Infolge der schwachen 
Liiftung sind aber die anfanglich gebildeten Acetaldehydmengen 
denn nur diese kommen hauptsachlich fiir die Assimilationshemmung 
in Betracht — scheinbar immer noch so klein, daB die Assimilations- 
hemmung nur gering ist und daher durch die Alkoholassimilation 
weit tibertroffen wird (Vorversuche und Versuch 2). Immerhin ist bei 
Versuch 2 diese (geringe) Hemmung gréBer als bei 1, wodurch auch 
die Differenz der Tm.-Ernten (= die scheinbare Alkoholassimilation) 

! So hatte bei einer Vergirung von nur 22%, des Zuckers die Assimila- 
tion bereits 60°, der Gesamtassimilation erreicht. 
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kleiner ist als sie bei Wegfall dieser Hemmung wire. Bei starkere; 
Liftung (z. B. Versuch 4 und besonders 6 und 7) dirfte bald so vic] 
Acetaldehyd entstehen, daB dieser die Assimilation mehr oder minde; 
stark zu hemmen imstande ist. Setzt man nun in diesem Falle noc}, 
vom Anfang an Alkohol zu (Versuch 5a und 5b), so wird hier infolg: 
der starkeren Liftung gleich zu Beginn so viel Acetaldehyd gebildet, 
dafB die Assimilation so gehemmt wird, da sie gar nicht die gewohnlicly 
Hohe erlangen kann (dementsprechend ist die Tm-Ernte bei 5a und 5} 
viel kleiner als bei 4). Hier iiberwiegt eben schon die assimilations 
hemmende Wirkung des Acetaldehyds die Assimilationsvermehrung 
durch Alkoholassimilation, falls letztere hier itiberhaupt vor sich geht 

Neben diesem deutlich erkennbaren EinfluB des Acetaldehyds 
auf die Assimilation kann natiirlich auch der Sauerstoff seine spezi- 
fischen, die Assimilationsgr6Ben bedingenden Wirkungen, wie wi 
bereits oben angedeutet haben, ausiiben. Bei allen Versuchen mit 
hoher Acetaldehydausbeute war die Assimilation gering. DaB in diesen 
Fallen auch die Garung nur langsam vor sich geht, kann seinen Grund 
darin haben, daB eben die hochaktiven bei der Tm.-Vermehrung 
entstehenden Garenzyme fehlen und das Auslangen mit den durch die 
Impfmenge eingebrachten Enzymen, die eine geringere Aktivitat be- 
sitzen diirften, gefunden werden muB; auch die Ansichten Meyer- 
hofs iiber den Mechanismus aerober Géarungen’ erklaren diese 
Befunde. 

Beachtenswert erscheint auch die Tatsache, daB der fiir die Atmuny 
entfallende Sauerstoffverbrauch bei den Versuchen 5a und 5b gréber 
ist als bei dem Versuch 2, bei welchem auBerdem noch ein Teil dieses 
Sauerstoffs zur Alkoholassimilation verwendet werden wird. 

Wahrend das theoretische Verhaltnis zwischen Kohlenséure und 
Alkghol entsprechend der ersten Vergairungsform 44:46 = 1: 0,957 
sein miuBte, wurde es bei unseren anaeroben Versuchen etwas gréBber 
(1: 0,930) gefunden. Bei den aeroben Versuchen wurde unter Beriick- 
sichtigung des Alkoholdefizits dieses Verhaltnis wieder in der gleichen 
GréBe gefunden. Die Tatsache, daB bei den Versuchen mit hohem 
Acetaldehyd niedrige Essigsiurewerte gefunden werden, deutet darauf 
hin, daB bei den aeroben Versuchen die Essigsiure durch Dismutation 
des Acetaldehyds, zum mindesten teilweise, entsteht und daB diese 
Dismutation eben bei den Versuchen 5a und 5b und 6 gehemmt er 
scheint. 

Gdrversuche mit Wiirze als Ndhrboden. 


Um zu sehen, wieweit Analogie zwischen der Vergarung von 
Zucker im anorganischen und im organischen Milieu besteht, wurde 
eine Wiirze der Vergirung unterworfen. Die Wiirze war einem Er- 
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zeugungsprozeB entnommen, wie er zur Herstellung von Géarungs- 
vetranken! unter Zuhilfenahme von Tm. Verwendung findet. Auch 
hier wurde ein anaerober und aerober Garversuch angestellt und der 
qualitativen und quantitativen Analyse unterworfen. Qualitativ 
wurden hierbei auBer denselben Stoffen, wie sie bei den Versuchen in 
anorganischer Nahrlésung auftreten, noch Spuren von Apfelsdure 
nachgewiesen. In quantitativer Beziehung ergaben sich dieselben 
Verhaltnisse wie sie bei unseren Versuchen in der Salznahrlésung auf- 
traten; nur konnte in bezug auf die Essigséurebildung kein so groBer 
Unterschied zwischen Anaerobiose und Aerobiose nachgewiesen werden. 


Zusammenfassung. 


1. Bei der Vergirung von Dextrose im anorganischen Nahrmedium 
durch Pseudomonas Lindneri Kluyver entstehen als Hauptgiarungs- 
produkte Alkohol und Kohlenséure. Als Nebenprodukte wurden bei 
Anaerobiose Essigséure, Milchsiure, Glycerin, nebst Spuren von Bern- 
steinsiure, Acetaldehyd, Acetylmethylcarbinol und Ester, bei Aero- 
biose auBerdem noch Spuren héherer Alkohole gefunden; der Gehalt 
an Acetaldehyd und Acetylmethylearbinol nahm bei Aerobiose mit der 
Intensitaét der Liftung zu. 

2. Der Essigsiuregehalt war bei der aeroben Garung gréBer als 
bei der anaeroben und betrug stets ein Mehrfaches des Milchsaure- 
gehalts. 

3. Fiir die aerobe und anaerobe Vergirung von Dextrose im an- 
organischen Nahrmedium wurde eine genaue Stoffwechselbilanz auf- 
gestellt, deren Erfassung unter Zuhilfenahme einer fiir diese Zwecke 
geeigneten Apparatur gelang. Die direkte Bestimmung der Assimi- 
lationsgr6Be wurde mit einer entsprechenden Filtrationsapparatur mit 
vorbehandelten Entkeimungsfiltern durchgefiihrt. 


4. Anaerobe und mdfig geliiftete aerobe Versuche zeigten fast 
den gleichen Assimilationswert; mitunter war er sogar bei Anaerobiose 
etwas gréBer. Eine Steigerung der Liiftungsintensitat bei Aerobiose 
bewirkte keine Assimilationsvermehrung, sondern im Gegenteil eine 


Verminderung derselben gegeniiber den maBig geliifteten Versuchen. 


5. Bei den aeroben Versuchen mit von Anfang an zugesetztem 
Alkohol konnte eine Alkoholassimilation nur bei den schwach geliifteten 
festgestellt werden, wahrend bei den starker geliifteten schon bei einer 
solechen Liftungsintensitaét Assimilationshemmung eintritt, bei welcher 


1 Dieses Garungsgetrank kommt unter dem Namen ,,Soma‘* in den 
Handel. 
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die gew6hnlichen aeroben Versuche in der Assimilation kaum oder nu 
sehr wenig gehemmt erscheinen. 

6. Die Assimilationshemmung bei den starker geliifteten Ver- 
suchen, welche auch von einer Verminderung der Garintensitat | 
gleitet war, wurde vor allem der mit der Liiftung steigenden Ace 
aldehydbildung zugeschrieben. Der assimilations- und garungshemmen«d: 
KinfluB des Acetaldehyds wurde in einem Sonderversuch — nach- 
gewiesen. 

7. Bei den starker geliifteten Versuchen mit geringer Assimilation 
wurden immer hohe Acetaldehyd- und Acetylmethylearbinol- un 
niedrige Essigsiure-werte gefunden. 

8. Die Essigsiurebildung der aeroben Garung scheint zum GroBteil 
auf Dismutation des Acetaldehyds zuriickzufiihren zu sein. Diese Dis 
mutation diirfte bei den in Punkt 7 angefiihrten Versuchen teilweis: 
gestort sein. 


9. Der bei den aeroben Versuchen aufgenommene Sauerstoff wird 


hauptsichlich fiir die Aldehyd- und Essigsiurebildung verwendet. De 


weitaus geringere Teil dient zur Atmung und eventueller Alkohol- 
assimilation. 
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Untersuchungen iiber Trimethylammoniumbasen. 


Ill. Mitteilung: 
Trimethylammoniumbasen im menschlichen Harn. 
Von 
W. Lintzel. 
(Aus dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Berlin. ) 
(Eingegangen am 1. August 1934.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Fir die Untersuchung menschlichen und tierischen Harns sind 
hinsichtlich der Trimethylammoniumbasen bisher vorwiegend _ pra- 
parative Methoden zur Anwendung gebracht worden, die zu wichtigen 
Ergebnissen gefiihrt haben. Fiir viele Probleme des Stoffwechsels 
der biologisch vorkommenden hierhergehérigen Basen, deren Zahl 
in den letzten Jahren immer mehr vergr6Bert worden ist, erscheint 
es wesentlich, auch quantitative Methoden heranzuziehen. Lediglich 
das im Harn vorkommende Trimethylamin ist quantitativ bestimmt 
worden, und der Cholingehalt wurde auf biologischem Wege ermittelt, 
ohne da diese Methoden jedoch befriedigen. In der vorliegenden 
Untersuchung sind neue Verfahren angewendet worden, die freves 
Trimethylamin, Trimethylaminoxyd und Gesamt-Trimethylammonium- 
basen im Harn quantitativ zu bestimmen gestatten und hier fiir die 
Untersuchung menschlichen Harns unter normalen Bedingungen, nach 
Zufuhr bestimmter Nahrungsmittel bzw. nach Eingabe bestimmter 


Trimethylammoniumbasen in Anwendung kommen!?. 


Bestimmung von Trimethylamin im Harn. 


Die alte Methode von de Filippi?, die auf der Widerstandsfahigkeit 
des Trimethylamins gegen Natriumhypobromit beruht, ist spater verlassen 
worden. Takeda® isolierte das Trimethylamin als Goldsalz, Kapeller-Adler 
und Krael* trennten es von Ammoniumchlorid und Methylammonium- 
chlorid durch seine Léslichkeit in Chloroform. Nach Takeda ist beim Ab- 
destillieren des Ammoniaks und der Amine, die allen diesen Bestimmungs- 
methoden vorangeht, ein vorsichtiges Vorgehen erforderlich, damit nicht 


1 Bei der sich iiber langere Zeit erstreckenden Entwicklung der Methoden 
und bei den Analysen bin ich von meinen Kollegen Dr. S. Fomin und Prof. 
G. Monasterio sowie von Frau L. Linizel und Fri. G. Drobig aufs beste unter- 
stiitzt worden und es sei den Genannten auch hier mein Dank ausgesprochen. 
— *deFilippi, Zeitschr. f. physiol. Chem. 49, 433, 1906. — * Takeda, 
Pfliigers Arch. 129, 82, 1909; 138, 365, 1910. — 4 Kapeller-Adler u. Krael, 
diese Zeitschr. 235, 494, 1931. 
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aus den Trimethylammoniumbasen des Harns Trimethylamin_ kiinstlic! 
frei gemacht wird. Takeda, ferner Kinoshita’ und Erdmann? alkalisieren 
mit Kalkmilch, Magnesiumoxyd oder Soda und Kochsalz und destilliere: 
bei 40° im Vakuum. 


Das Prinzip unserer Methode besteht darin, daB der alkalisiert: 
Harn mit Formaldehyd versetzt wird und bei Zimmertemperatu: 
mit einem kraftigen Luftstrom durchliiftet wird. Das Trimethylamin 
geht dabei in die Saurevorlage tiber, die mit n/50 Trimethylaminlésung 
zuricktitriert wird, wahrend Ammoniak und Methylamin durch Form- 
aldehyd gebunden im Harn zuriickbleiben. Wir fanden, daB es fiir das 

Resultat gleichgiltig ist, ob Baryt, Soda ode: 
V HascPasote +agnesia zum Alkalisieren des Harns verwendet 
werden. 


Zur Durchliiftung dient der abgebildet: 
Apparat (Abb. 1), der eine dem besonderen Zweck: 
angepaBte Modifikation des Apparates fiir die 
Ammoniakbestimmung nach Folin darstellt. Das 
GefaB A ist ein 300 bis 500 ccm fassender so 
genannter Mischzylinder, auf dessen Boden ein 
Lufteinleitungsrohr mit gelochter Kugel reicht. 
Das GefaB 2B, das die Saurevorlage aufnimmt, ist 
unten verjiingt, ein Lufteinleitungsrohr fiihrt bis 
Lal zum Boden. Auch bei geringer Fiillung wird ein 

‘ genigende Hohe der Fliissigkeitssiule erzielt, 
Abb. 1. und es kann ohne Verspritzen ein sehr kraftiger 
Luftstrom durchgeleitet werden. Die Titration 

ist in dem Rohr bequem auszufiihren. Zur Analyse dienen 50 bis 200 ccm 











Harn. Bei Verwendung von 50 cem Harn werden diesem in einem Becher- 
glas 15ecem Formaldehyd (DAB 6, 35° ig), etwas Phenolphthalein und 
starke Natronlauge bis zum Umschlag zugesetzt. Das Gemisch wird durc} 
ein langes Trichterrohr in das GefaB A eingefiillt, das zuvor mit etwa 
l5¢ krist. Soda beschickt worden ist. Bei Verwendung gréBerer Harn- 
mengen werden entsprechend mehr Reagenzien genommen. Zur Verhiitung 
des Schéiumens werden einige cem Amylalkohol (iso, frei von Pyridin D. Ap. V. 
zugegeben. Das GefaB B wird in jedem Falle mit 5ccm einer etwa n/50 Salz 
siure beschickt. Nachdem noch eine verdiinnte Schwefelsaure enthaltende 
Waschflasche vorgeschaltet ist, wird mit der Wasserstrahlpumpe ein 
kraftiger Luftstrom durch das System gesaugt. Die Durchliiftungsdauer 
betragt 2 bis 4 Stunden je nach der verwendeten Harnmenge und det 
Starke des Luftstromes. Dann werden die Schlauchverbindungen gelést, 
das Einleitungsrohr bei B wird herausgenommen und mit 5 cem Wasser! 
aus der Pipette abgespiilt. 

Zur Titration der Vorlage plus 5cem Spiilwasser dient eine etwa 
n/50 Trimethylaminlésung mit Phenolphthalein als Indikator. Die Lésuny 
wird bereitet, indem 25cem 10° igé Trimethylaminlésung (Kahlbawn 
und 1 g Bariumchlorid auf 2100 cem Wasser aufgefiillt werden. Die Vorrats 


' Kinoshita, Zentralbl. f. Physiol. 24, 776, 1910. — * Erdmann, J. of 
biol. Chem. 8, 41 u. 57, 1910. 





{lasel 
Natr 
liter 
stim 
geste 
der \ 
der | 
phth 
diese 
dem! 
prak 
dabe. 
Spur 
abge 
mus 
vegel 
10 ce 
9,656 
amin 
amin 
Salzs 
amin 
Diffe 
der i 
Harn 
meng 
vorge 


Abso 


t 


Losu 
werd: 
das \ 
in re 
keite 
Harn 
30 b 
perat 
im ] 
amin 
nicht 
Zimn 
tedu 
gut 1 
fahre 
Erfol 
spont 
erzie! 


Untersuchungen iiber Trimethylammoniumbasen. IIT. 245 


ilasche wird durch Glasrohr mit der Mikrobiirette verbunden und durch 
Natronkalkréhrehen vor der Kohlenséure der Luft geschiitzt. Der wahre 
liter der Trimethylaminlésung wird durch Titration gegen eine genau 
stimmende n/50 Schwefelsiure und Paranitrophenol als Indikator fest- 
zestellt. Der Wert wird etwa monatlich kontrolliert. Vor der Titration 
der Vorlage wird nun jeweils eine Leertitration ausgefiihrt, indem 5 cem 
der als Vorlage verwendeten Salzsiure plus 5cem Wasser mit Phenol- 
phthalein und Trimethylaminlésung titriert werden. Die Differenz bei 
dieser Titration und bei der Titration der Vorlage im Versuch entspricht 
dem Trimethylamingehalt des Harns. Diese etwas umstandlich erscheinende, 
praktisch jedoch sehr einfache Methode zu titrieren ist notwendig, weil 
dabei der Umschlagspunkt im Alkalischen liegt, wo etwa iibergegangene 
Spuren von Ammoniak durch gleichfalls iibergegangenen Formaldehyd 
abgebunden werden. Die Einstellung der Trimethylaminlésung dagegen 
muB mit Paranitrophenol erfolgen, da hierbei eine exakte Titerstellung 
yvegen n/50 Schwefelsiure méglich ist. Folgendes Beispiel sei gegeben. 
10cem n/50 Schwefelsiure mit Paranitrophenol verbrauchen im Mittel 
9,655 cem -‘Trimethylaminlésung. Da 10 cem n/50 Saéure 2,8 mg Trimethyl- 
amin-N entsprechen, sind in | cem Trimethylaminlésung 0,29 mg Trimethy]- 
amin-N enthalten. Im Vorversuch verbrauchen 5cem der vorgelegten 
Salzsiure plus 5cem Wasser mit Phenolphthalein 5,22 cem Trimethyl- 
aminlésung, wahrend im Versuch 4,00 cem zuriicktitriert werden. Die 
Differenz von 1,22 ccm entspricht dem Trimethylamingehalt des Harns, 
der also zu 1,22. 0,29 0,35 mg Trimethylamin-N in der verwendeten 
Harnmenge gefunden wird. Bei hohem Trimethylamingehalt ist die Harn- 
menge fiir die Analyse so zu wahlen, daB nicht mehr als die Halfte der 
vorgelegten Siure abgebunden wird, da sonst bei starker Durchliiftung die 
Absorption unvollkommen sein kann. 


Bestimmung von Trimethylaminoxyd im Harn. 


Trimethylaminoxyd kann durch Zinkstaub in saurer oder alkalischer 
Lésung zu Trimethylamin reduziert und als solches quantitativ bestimmt 
werden. Zur Ausarbeitung wurde ein synthetisches Praiparat verwendet, 
das wir nach Dunstan und Goulding! darstellten. Wahrend die Reduktion 
in reiner Lésung glatt vonstatten ging, ergaben sich erhebliche Schwierig- 
keiten, wenn Harn als Lésungsmittel diente. In 10°4 NaOH enthaltender 
Harnlésung wurden in Gegenwart von Zinkstaub bei 100° in | Stunde nur 
30 bis 50% der Substanz reduziert. Héhere Alkalikonzentration, Tem- 
peratur und Versuchsdauer verboten sich, weil sonst durch Verseifung der 
im Harn vorhandenen Trimethylammoniumbasen erhebliche Trimethyl- 
aminmengen frei wurden und eine Differenzbestimmung mit und ohne Zink 
nicht befriedigte. Ebenso war die Reduktion mit Zink und Salzsaure bei 
Zimmertemperatur héchst unvollkommen, zuweilen fand iiberhaupt keine 
Reduktion statt. Erst bei Temperaturen von 60 bis 80° kommt die Reduktion 
gut in Gang. Das von Hoppe-Seyler® bei Selachierharn angewendete Ver- 
fahren, Reduktion mittels Zinnchloriir, war bei menschlichem Harn ohne 
Erfolg. Wir haben dann durch Dewardasche Legierung mit Salzsaure, wobei 
spontane Erwarmung eintritt, in jedem Falle quantitative Reduktion 
erzielen kénnen. 


1 Dunstan u. Goulding, Proc. Chem. Soc. Nr. 140, zit. nach Beilstein. 
— ® Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. Biol. 90, 433, 1930. 
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Fir die Bestimmung werden 25 cem Harn in ein 400-cem-Becherglas 
pipettiert und mit 5g Legierung nach Dewarda (Kahlbaum), die in eines 


kalibrierten Réhrechen abgemessen werden, versetzt. Im Laufe 1 Stunde 


werden 40 cem halbkonzentrierte Salzsiure in kleinen Portionen zugesetzt, 
wobei sich die Mischung auf 60 bis 70° erhitzen soll. Nach Ablauf de; 
Reaktion wird die Mischung in einen 100 cem fassenden Kolben abfiltriert 
und mit Wasser nachgespiilt, bis die Marke erreicht ist. Aliquote Teile 
des Filtrats, z.B. 40 ecem entsprechend 10cem Harn, werden der Tri 
methylaminbestimmung in der oben beschriebenen Weise unterworfen, 
und zwar werden Phenolphthalein und Natronlauge unter vorsichtigem 
Umriihren so lange zugegeben, bis der entstehende gallertige Niederschlay 
von Zinkhydroxyd wieder ziemlich gelést und der Indikator in Rot um 
geschlagen ist. Nach Zugabe von 25 ccm Formaldehyd und etwas Amy! 
alkohol wird die Mischung durch ein langes Trichterrohr in den Zylinder 4 
gebracht, der mit 30 g Soda beschickt wurde. Das GefaB B enthalt wiederum 
5ecem n/50 Salzsiure, es wird 2 Stunden kraftig geliiftet und in der be 
schriebenen Weise titriert. Vom erhaltenen Stickstoffwert wird der Wert 
des freien Trimethylamin-N abgezogen, um zum Werte des Trimethy|- 
aminoxyd-N zu gelangen. Cholin, Betain, y-Butyrobetain und Carnitin 
beeinflussen die Bestimmung nicht. 


Bestimmung der Gesamt-Trimethylammoniumbasen. 


Die Bestimmung beruht auf der Abspaltung von Trimethylamin aus 
den Basen durch starke Kalilauge. Trimethylamin wird zusammen mit 
Ammoniak und Aminen mit einem Luftstrom durch eine alkalische, ge 
kiihlte Formaldehydlésung geleitet, wobei alle Beimischungen abgebunden 
werden, wahrend Trimethylamin weiter geht und in einer Saurevorlage 
aufgefangen und titriert wird. Die Schwierigkeit bei der Ausbildung diese: 
Methode bestand darin, die Versuchsbedingungen zu finden, unter denen 
die in Frage kommenden Basen ihr Trimethylamin quantitativ abgeben. 
Da das gewohnliche Glykokollbetain sich als die widerstandsfahigste de1 
Basen herausstellte, haben wir die Methode an dieser Substanz entwickelt. 
Unsere Annahme, da unter den Bedingungen, unter denen Betain quanti 
tativ verseift wird, auch die tibrigen Basen wunschgemaB reagieren wiirden, 
hat sich spaéter als richtig erwiesen. 

Vor langer Zeit schon versuchten Scheibler!, Albers? und Rosenow 
durch starke Kalilauge Betain zu spalten. Sie arbeiteten in GefaiBen aus 
Resistenzglas bei Temperaturen bis 220°. Es ging reines Trimethylamin 
iiber, die Ausbeute betrug jedoch nur etwa 30°, der Theorie. Im Riickstand 
fand sich eine Substanz, die in Kristallen vom Schmelzpunkt 187 bis 189 
isoliert werden konnte und die bei 300 bis 315° Methylamin lieferte. Es 
war also der gr6Bere Teil des Betains in eine Verbindung umgelagert, die 
kein Trimethylamin mehr lieferte. Eine Umwandlung, bei der gleichfalls 
der Charakter als Trimethylammoniumbase verlorengeht, erfihrt das 
Betain nach Wéillstdtter* beim trockenen Erhitzen auf 135 bis 293°, wobei 
Dimethylaminoessigsiuremethylester gebildet wird. Angesichts dieser 
Beobachtungen muBte die Angabe von Kapeller-Adler® iiberraschen, dai: 

1 Scheibler, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 2, 1330, 1893. — ? Albers, 
Chem.-Ztg. 37, 1533 u. 1545. — 3% Rosenow, zit. nach Albers. — 4 Will- 
statter, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 35, 584, 1902. — ° Kapeller-Adler, 
diese Zeitschr. 235, 375, 1931. 
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dem von ihr beschriebenen Apparat, der aus Messing hergestellt wird, 
betain in der Kali- und Natronschmelze bei 220 bis 280° quantitativ Tri- 
methylamin liefern sollte. Bei der Nachpriifung dieser Angabe stellten wir 
est, daB Kapeller-Adler einer Tauschung zum Opfer gefallen ist, denn nur 
twa 30% des iibergehenden Stickstoffs lag in Form von Trimethylamin 
or. Den Widerspruch zwischen den Angaben von Albers und Kapeller- 
Adler, der trotz dieser Richtigstellung immer noch besteht, indem hier der 
gesamte Stickstoff, wenn auch nicht als Trimethylamin, iibergeht, lieB 
sich sehlieBlich durch das Material des von Kapeller-Adler verwendeten 
Kolbens erklaren. Hier geht Kupfer in die Schmelze iiber und katalysiert 
Oxydationsvorginge. Wird in dem Apparat von Kapeller-Adler statt 
Luft reiner Wasserstoff durchgeleitet, so wird auch hier wie bei Albers 
reines Trimethylamin, wiederum jedoch nur in einer Ausbeute von héchstens 
30°, der Theorie erhalten und es gehen bei beliebiger Dauer des Versuchs 
keine weiteren Stickstoffmengen iiber. Die Hauptmenge des Betains muB 
auch hier umgelagert worden sein. Erwahnt sei, daB bereits beim Zusatz 
von Betainlésung zu festem KOH, wie Kapeller-Adler vorschreibt, eine 
Erhitzung. auftritt, durch die ein Teil des Betains umgewandelt wird, ehe 
noch der Versuch begonnen hat. 

Speziell fiir die Cholinbestimmung in pflanzlichen Extrakten haben 
Klein und Linser! eine Methodik entwickelt, bei der im silbernen Kolben 
in etwa 15° ,iger natronalkalischer Lésung bei 120 bis 180° gearbeitet wird. 
Die angewendeten Versuchszeiten, 15 Minuten 120°, 120 Minuten 140 bis 
150° und schlieBlich 30 Minuten 170 bis 180°, die der leichteren Spaltbarkeit 
des Cholins entsprechen, bewirkten in unseren Versuchen bei Betain nur 
eine Spaltung zu 34°, und zwar wird diese Spaltung fast ausschlieBlich 
dann erzielt, wenn eine starke Konzentrierung der Lésung eingetreten ist. 
Klein und Linser titrieren das Destillat und ziehen den mit Nesslers Reagens 
kolorimetrisch bestimmten Ammionakstickstoff ab, um den Trimethyl- 
aminwert zu finden. Auch diese Phase des Verfahrens ist fiir Harn, der bei 
Verseifung enorme Mengen Ammoniak und Methylamin neben wenig 
Trimethylamin liefert, nicht anwendbar. 

Da hohe Temperaturen wegen der Umlagerung des Betains nicht 
einwirken durften, muBte mit niederen Temperaturen gearbeitet werden, 
wobei wieder sehr lange Verseifungszeiten nétig werden. Auch dieser Weg 
ist schon von Kapeller-Adler und Krael* beschrieben worden, indem sie 
Muskelextrakte in etwa 15°, NaOH enthaltender Lésung 12 bis 36 Stunden 
unter Konstanthaltung des Volumens kochten und Ammoniak, Methylamin 
und Trimethylamin im Destillat bestimmten. Aus unserem weitlaufigen 
Material fiihren wir einige Zahlen an, die einen Hinweis auf die Verseifungs- 
geschwindigkeit einiger Basen bei einer Natriumhydroxydkonzentration 
von 10% und bei 100° geben. Aus den vielstiindig fortgesetzten Versuchen 
ergab sich, daB unter den genannten Bedingungen pro Stunde verseift 
werden: Glykokollbetain weniger als 0,10, y-Butyrobetain 0,39°%), 
Cholin 0,40%, Carnitin 3,10°, Hypaphorin 31°). Man kann aus diesen 
Zahlen berechnen, daB Tage und Wochen notwendig waren, um Betain, 
Cholin und y-Butyrobetain quantitativ zu spalten. Carnitin ist weniger 
widerstandsfahig. Hypaphorin fiihren wir an, weil es als eines der labilsten 
natiirlich vorkommenden Betaine bekannt ist. 


1 Klein u. Linser, diese Zeitschr. 250, 220, 1932. — * Kapeller-Adler 
u. Krael, ebenda 221, 437, 1930. 
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Wichtig war fiir uns die Entdeckung, da8 kaufliches Betain in d 
Regel durch eine Substanz verunreinigt ist, die kein Trimethylamin lieferi 
und durch Umkristallisieren schwer zu entfernen ist. Wir verwenden 
seitdem nur ein analysenreines Betain, das wir aus Chloressigsiure und 
Trimethylamin bei Zimmertemperatur nach Woilstdtter bereiteten. 

Die fortgesetzte Untersuchung ergab, daf Betain in einer Lésung, die 
75 Gewichtsprozent KOH enthalt, bei 120° in 4!/, Stunden seinen Stickstoft 
quantitativ in Form von Trimethylamin abgibt. Durch einen schwachen 
Luftstrom kann das gebildete Amin fortgefiihrt werden, doch ist es dabei 
notwendig, dem Reaktionsgemisch Zinkstaub zuzusetzen, um Oxydation 
zu vermeiden, ferner ist es unerlaBlich, in GlasgefaBen zu arbeiten. 


Nach Feststellung diese: 
Versuchsbedingungen — ergalh 
sich, daf§ auch Cholin und 
Acetylcholin, Carnitin, 7-Buty- 
robetain und Hypaphorin in 


gleicher Weise _ reagierten. 
Natiirlich wird auch freies Tri- 
methylamin erfa$t, wenn es 
vorhanden ist. Stachydrin und 
Trigonellin lieferten dagegen 
kein Trimethylamin!. Da im 
Reaktionsgemisch Zinkstaub 
zugegen ist, wird Trimethyl- 
aminoxyd reduziert und liefert 
gleichfalls quantitativ  Tri- 
methylamin. Mit Hilfe dieser 
Methode entdeckten wir 
das Trimethylaminoxyd im 
menschlichen Harn, da wit 
nach Darreichung von Tri- 
S methylamin per os nur einen 
Abb. 2. geringen Anstieg des freien 
Trimethylamins im Harn, 
dagegen eine starke Zunahme der Gesamttrimethylammoniumbasen fanden 
und, bei der dadurch veranlaBten praparativen Aufarbeitung des Harns 
auf Trimethylaminoxyd stieBen. Die Methode verspricht auch interessante 
Ergebnisse fiir die Pflanzenphysiologie, da hier in der Regel nur Cholin 
und Betain nebeneinander vorkommen, und etwaiges Vorhandensein von 
Stachydrin und Trigonellin nicht stért. Es kénnen durch diese Methode 
Cholin und Betain summarisch bestimmt werden, wahrend Cholin allein 
durch unsere Permanganatmethode? erfaBt wird, bei der Betain so wenig 
wie Stachydrin und Trigonellin mitreagieren. Wir konnten so ohne weitere 
Vorbereitung in Melasse Cholin und Betain einerseits, Cholin allein anderer- 
seits und damit auch Betain als Differenz exakt bestimmen. 
Im einzelnen gestaltet sich die Bestimmung der Gesamt-Trimethyl- 
ammoniumbasen im Harn folgendermaBen: Es dient dazu der abgebildete 
Apparat (Abb. 2)*. Die Teile D und £ stellen lediglich eine Einrichtung 


























1 Als Nachtrag zur I. Mitteilung (diese Zeitschr. 238, 438, 1931) stellten 
wir fest, daB Trigonellin und Stachydrin auch bei der Oxydation mit Per 
manganat in alkalischer Lésung kein Trimethylamin liefern. — * Lintz 
u. Monasterio, diese Zeitschr. 241, 273, 1931. * Anm.: Hergestellt von 
H.L. Kobe, Berlin N 4, Hessische StraBe. 
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dar, um den unregelmaBigen Gang der Wasserstrahlpumpe zum Durch- 
saugen der Luft zu regulieren. Die Flasche D ist durch einen dreimal durch- 
bohrten Stopfen verschlossen, ein Weg fiihrt zur Pumpe, einer zur Apparatur, 
der dritte zu einer hohen Waschflasche E mit etwa 40cm Wassersiule. 
Bei starkem Arbeiten der Pumpe strémt hier Seitenluft ein, wodurch der 
Druck im System stets konstant gleich 40 em Wassersiule gehalten wird. 
Das VerseifungsgefaB 4, ein Zylinder aus Jenaer Glas im Format 4 « 24 em 
oder auch ein mittlerer Ajeldahl-Kolben wird mit 50g Kaliumhydroxyd 
in Sechuppen, die in einem kalibrierten GefaiB roh abgemessen werden, 
10g Zinkstaub und 6cem Wasser beschickt. Es tritt starke Erhitzung 
ein, man schiittelt gut durch und legt das GefaB zur Abkiihlung fast waage- 
recht hin, so daB der Kristallkuchen seitlich an der Wandung haftet und 
beim Einfiihren des Lufteinleitungsrohres nicht im Wege ist. Dies Rohr 
st 8mm weit, reicht fast bis zum Boden und ist unten ganz offen, um 
Verstopfung zu vermeiden. Am Einleitungsrohr ist ein Gummistopfen 
mit Tropftrichter, der unter Umstanden entbehrlich ist, und ein Schlauch 
mit Quetschhahn angebracht, durch den der Luftstrom auf ein langsames 
Perlen eingestellt werden kann. Hier wird noch eine Waschflasche mit 
verdiinnter Schwefelsaure zur Reinigung der Luft angeschlossen. Das 
GefaB A steht in einem Aluminiumtopf mit Glycerin, es ist oben nach Art 
ler Wasserbaider geschlossen, damit keine listigen Déampfe entweichen. 
Wichtig ist, da8 das GefaB A in das Glycerin selbst eintaucht. Der Luftweg 
fihrt durch ein Rohr mit angeschlossenem Mantelkiihler in das GefaB 2B, 
wo eine gelochte Kugel den Luftstrom verteilt. Das Gefa8 £2 ist mit einer 
abgekiihlten Mischung von 20 cem Formaldehyd (35°94) und 10 cem Ajeldahl- 
Lauge beschickt und taucht in eine mit kaltem Wasser oder Eis gefiillte 
Schale. Das Gefai8 C ist mit der Saurevorlage, 5 cem etwa n/50 Salzsaure, 
beschickt. Durch das Lufteinleitungsrohr werden mun 10 cem Harn in das 
GefaiB A einpipettiert und | cem Wasser nachgegeben. Der Stopfen wird 
aufgesetzt, die Durchliiftung in Gang gebracht und das Glycerinbad auf 
120° erhitzt und bei dieser Temperatur gehalten. Unter gelegentlicher 
Kontrolle des langsam perlenden Luftstromes und der Temperatur des 
Glycerinbades bleibt das System 4!/, Stunden in Gang. Wir haben zwei 
Apparate auf einem Glycerinbad und an einer Flasche ) vereinigt, wodurch 
die Aufsicht erleichtert wird. Nach Ablauf der Verseifungszeit wird die 
Heizung des Bades abgestellt und es werden etwa 20 cem heiBes Wasser 
durch den Tropftrichter in das GefaiB A gebracht, da die 75° jige Kalilauge 
darin beim Abkiihlen erstarren wiirde. Dann wird durch die Klemm- 
schraube ein kraftiger Luftstrom einreguliert, der dazu dient, das in den 
Rohren und im GefaéB £6 noch vorhandene Trimethylamin quantitativ in 
die Vorlage iiberzutreiben. Nach 1 Stunde werden dann die Schlauch- 
verbindungen gelést, das Lufteinleitungsrohr im VorlagegefaB wird mit 
5eem Wasser abgespiilt und die Titration der Vorlage in der oben be- 
schriebenen Weise ausgefiihrt. 


Bei Gegenwart von viel Trimethylaminoxyd im Harn ist es zweckmaBig, 
in der Mitte der Verseifungszeit weitere 10g Zinkstaub durch das Luft- 
einleitungsrohr trocken nachzugeben, um die Reduktion des Trimethyl- 


aminoxyds vollstaéndig zu machen. 


Bestimmung leicht hydrolysierbarer Trimethylammoniumbasen. 


Um festzustellen, ob leicht hydrolysierbare Trimethylammoniumbasen 
nach Art von Hypaphorin und Herzynin im Harn vorkommen, haben wir 
einige 100 Harnproben einer milden Hydrolyse unterworfen, indem wir in 
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dem soeben beschriebenen Apparat mit einer Mischung von 25 cem Harn 
und 10cem Kjeldahl-Lauge ohne Zinkzusatz arbeiteten und diese etwa 
10°, NaOH enthaltende Harnlosung bei langsamem Durchperlen von 
Luft 1 Stunde am Wasserbad auf 100° erhitzten. AnschlieBend wurde 
noch 1 Stunde bei Zimmertemperatur kraftig durchliiftet. 

Es sei schon hier erwahnt, daB wir stets méBige und wenig schwankend: 
Ausbeuten an Trimethylamin erhielten, die ohne weiteres durch das 
praformierte Trimethylamin und durch eine partielle Spaltung der als 
Harnbestandteile bekannten Basen erklairt werden konnten. Ein Hinweis 
darauf, daB bei bestimmter Ernaihrung usw. leicht hydrolysierbare Tri 
methylammoniumbasen in merklicher Menge im Harn auftreten, hat sich 
bisher niemals ergeben, so daB wir auf die zahlenmaéBige Wiedergabe de: 
Befunde vorlaiufig verzichten. 


Trimethylammoniumbasen im normalen Harn, 

In den Versuchen wurde nur Harn gesunder, mannlicher Personen 
verwendet, der durch Zugabe von 25 cem halbkonzentrierter Salzséure 
zu 1000 cem Harn konserviert und in der Rege] sofort analysiert wurde. 
Die Menge der Trimethylammoniumbasen wird in mg N, bezogen auf 
die Tagesmenge, angegeben. Will man aus dem Stickstoffwert auf die 
Substanz selbst umrechnen, so gelten die folgenden Beziehungen: 
Img N entspricht 4,22 mg Trimethylamin, (CH,),N, 5,36 mg_ Tri- 
methylaminoxyd, (CH s),NO, 8,36 mg Betain, (CH,),N .CH,.COO, 


8,65 mg Cholin, OH (CH 3)g3N .CH, . CH,OH, 10,36 mg -Butyro. 
betain, (C H,);N.CH,.CH,.CH,.COO bzw. 11,50 mg _ Carnitin, 
(CH,),N .CH,.CHOH.CH,.COO. 

Alle Angoben beatchon sich ant dio Ausscheidung pro Tag. Wo die 
Tagesmenge nicht bekannt ist, wie bei den Mischharnen, ist sie will- 
kiirlich zu 1500 cem angenommen worden. Aus der Tagesmenge des 
Harns kann leicht der Gehalt an Trimethylammoniumbasen pro Lite: 
‘berechnet werden. In diesem Falle ergeben sich folgende Mittelwerte : 
Trimethylamin 0,87, Trimethylaminoxyd 10,6, wibrige Trimethyl- 
ammoniumbasen 19,4, Gesamt-Trimethylammoniumbasen 31,5 mg N 
pro 1000 cem Harn. 

Aus der Tabelle I ergibt sich eine mittlere tagliche Ausscheidung 
von Img Trimethylamin-N entsprechend 4,22 mg Trimethylamin 
Von de Filippi sowie Dorée und Galla' wurde die tagliche Ausscheidung 
auf 16 bis 79 mg beziffert, doch nahm schon T'akeda an, daB diese Mengen 
nicht praformiert vorhanden seien, sondern erst als Produkt chemische1 
oder bakterieller Zersetzung aus gewissen Muttersubstanzen entstehen 
Nach Guggenheim® ist sekundare Bildung aus Cholin und Carnitin 


! Dorée u. Galla, Biochem. J. 5, 306, 1910. — * Guggenheim, Di 
biogenen Amine. Berlin 1924. 





Tri 


Domo De 


om-~) 


10 
11 
12 
13 
15 
16 
17 


in B 
heit 
letzt 
verli 


men, 
Hari 
200 1 
y- Bi 
Ausl 
tem] 
nach 
arbe 
gem 
lage 
Trin 
noch 
seifu 


amir 
wah 





Harn 


etwa 


1 von 
wurde 


kende 
nh das 
er als 
inweis 
ep Tri 
t sich 
ye det 


sonen 
saure 
rurde. 
n aul 
af die 
ngen: 

jkae 
COO, 


ityro- 
nitin. 


’o die 
will- 
e des 
Lite: 
verte: 
thyl- 
ng N 


idung 
amin 

idung 
ngen 
sche 
ehen 

rnitin 


Di 





Untersuchungen iiber Trimethylammoniumbasen. IIT. 251 


Tabelle I. 


Trimethylammoniumbasen im normalen Harn bei willkiirlicher 
Ernahrung (mg N/Tag). 





Ubrige Gesamt- 
Nr. Versuchsperson ae bate artes eee sau: her ni 
eem basen basen 
| L. 920 1,0 - —_ 33,6 
2 L. 1170 1,6 - ~- 35,8 
3 Mischharn 1500 1,8 — 50,5 
4 ‘ 1480 2,8 - 29,2 
5 L. 1230 1,0 — —_ 29,2 
6 L. 1000 0,2 _ 54,6 
7 L. 1095 0,5 7,8 23,8 32.1 
8 L. 1630 0,3 21,2 22.8 44.3 
9 Mischharn 1500 0,8 14,5 44.6 59.9 
10 L. 825 0,4 8,5 22.4 31,3 
11 L. 1100 0,5 10,0 25,7 36,2 
12 L. 1420 0,6 11,8 26,4 38,8 
13 L. 990 0,5 12.9 14,7 28,1 
14 L. 830 0,4 5,7 13,7 19.8 
15 Mischharn 1500 21 12,1 17,0 $1,2 
16 L. 1220 1,2 17,1 12.8 31,1 
17 L. S80 13 15.0 22,7 39.6 
Mittel pro Tag: 1,0 12,4 22,4 36,8 


in Betracht zu ziehen. Kinoshita und Erdmann bezweifeln die Anwesen- 
heit von Trimethylamin im menschlichen Harn iiberhaupt, wobei sich 
letztere jedoch lediglich auf den negativen Ausfall der Geruchsprobe 
verlieBen. 

Der Vermutung, daB die im Harn nachweisbaren Trimethylamin- 
mengen erst sekundar, eventuell bei der chemischen Aufarbeitung des 
Harns entstehen, kénnen wir uns nicht anschlieBen. Harne, die mit 
200 mg N pro Liter in Form von Trimethylaminoxyd, Betain, Cholin, 
y-Butyrobetain bzw. Carnitin versetzt wurde, lieferten keine erhéhten 
Ausbeuten an Trimethylamin. Unser Destillationsverfahren bei Zimmer- 
temperatur und Sodaalkalitét ist so milde, daB diese Substanzen nicht 
nachweisbar angegriffen werden. Gegen sekundare Bildung bei Auf- 
arbeitung spricht auch folgende Beobachtung: Wird nach 2- bis 3stiindi- 
gem Abdestillieren des freien Trimethylamins der Harn mit neuer Vor- 
lage einer neuen Destillation unterworfen, so werden keine weiteren 
Trimethylaminausbeuten erzielt, trotzdem Trimethylammoniumbasen 
noch reichlich in dem Harn vorhanden sind und durch energische Ver- 
seifung mit konzentrierter Kalilauge gespalten werden kénnen. 

Neben freiem Trimethylamin findet sich regelmaBig Trimethyl- 
aminoxyd in einer Menge von durchschnittlich 12,4mg N pro Tag, 
wahrend die Menge der tbrigen Trimethylammoniumbasen, wobei es 
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sich in erster Linie um y-Butyrobetain, Cholin und vielleicht auc! 
Carnitin handeln durfte, durchschnittlich 22,4 mg N entspricht. Es 
ist zu vermuten, da in dieser Fraktion noch andere, bisher als Harn- 
bestandteil nicht bekannte Basen verborgen sind. 


Versuche mit oraler Zufuhr von Trimethylamin, Trimethylaminoxyd und 
Seefisch. 

Die Versuche wurden an der Versuchsperson L. ausgefiihrt, derart, 
da zwischen einer Reihe von Tagen mit normaler, willkiirlicher Er- 
nahrung, wobei die oben angefiihrten Ergebnisse erhalten wurden 
einzelne Versuchstage mit besonderer Zufuhr eingeschaltet wurden 
Trimethylaminchlorid und Trimethylaminoxydchlorid wurden in wisse- 
riger Lésung mit etwas Natriumcitrat und Citronenséure genommen. 
Seefisch wurde in gebackenem und gekochtem Zustand verzehrt, und 
zwar Hering (Clupea harengus), 
und Kabeljau (Gadus morrhua). 


totzunge (Pleuronectes cynoglossus 
Diese Fischarten enthalten nach den 
Untersuchungen von Poller und Linneweh! sowie Hoppe-Seyler und 
Schmidt® Trimethylaminoxyd. 


Tabelle II. 
Verabreichung 


Seefisch 


nach von 


(mg N/Tag). 


Trimethylammoniumbasen im Harn 


Trimethylamin, Trimethylaminoxyd und 








1 


Zufuhr 


Normalnahrung (Mittel) 
Trimethylamin 100 mg N. 
— 100 
= 180 
a axe: 295 


— 343 


Trimethylaminoxyd = 129,5 mg N 
» 259.0 , N 


400¢. 
500g . 
Rotzunge 400¢. 
Kabeljau 400g. 

@ 400 ¢. 


* 16-stiindiger Harn. 


Hering 


Poller u. Linneweh, 


Freies 
Tri- 
methyl- 
amin 


Harn- 
menge 


ecm 


1.0 
915 
895 
1420 
182 
525* 
1046 
975 
880 
670* 
600* 
940* 
560* 


“L959 Oo © 


at 
wore 
bo 


co Go 


Sere re Crd 
[OR SU eat Sa sg 


Tri- 
methyl- 
amin- 
oxyd 


12,4 
187,0 
300.0 
296,8 


103,0 
245,0 
130,8 
125,0 
77,0 
59,2 
78,5 


Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 59, 


2 Hoppe-Seyler u. Schmidt, Zeitschr. f. Biol. 87, 59, 1927. 


Ubrige 
Tri- 
methyl- 
ammo- 
nium- 
basen 


Gesamt 
Tri- 
methy!- 
ammo 
nium- 
basen 


36.8 
120,9 
138.0 
227,0 
326.0 
125.5 
271,2 
144.5 
144.8 

86.6 


1362, 1926. 
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Untersuchungen iiber Trimethylammoniumbasen. III. 


Etwaige Ausschlaige in der Harnausscheidung ergeben sich durch 
Vergleich mit der Tabelle I bzw. den daraus gewonnenen Mittelzahlen, 
die wir an die Spitze der neuen Tabelle I] setzen. Auch hier beziehen 
sich die Angaben auf die Ausscheidung mit dem Tagesharn, in einigen 
hbesonders gekennzeichneten Fallen auch auf den 16stiindigen Harn. 

Verabreichtes Trimethylamin wird nach einer verbreiteten Ansicht 
im Organismus abgebaut. Nach Langley! findet stufenweise Entmethylierung 
statt, wobei unter anderem Dimethylamin und Methylamin gebildet werden. 
80 bis 96°, des zugefiihrten Trimethylamins sollen beim Kaninchen in 
dieser Weise abgebaut werden. Kapeller-Adler und Krael fanden beim 
Hunde 13°, des zugefiihrten Trimethylamins im Harn wieder, alles iibrige 
soll vollstandig abgebaut worden sein, die von Langley gefundenen Zwischen- 
stufen konnten nicht nachgewiesen werden. 

Aus unseren Versuchen ergibt sich, da} nach Zufuhr von Trimethy]- 
amin per os beim Menschen nur ein sehr geringer Prozentsatz unver- 
indert im Harn erscheint, z. B. im Versuch 23 nach Zufuhr von 343 mg 
Trimethylamin-N nur 13,2 mg, entsprechend 3,8°, oder in Versuch 21 
nach Zufuhr von 180 mg N nur 5,2 mg oder 2,9°. Die Hauptmenge 
des zugefiihrten Trimethylamins wird in Form von T'rimethylaminoxyd 
ausgeschieden, und zwar quantitativ innerhalb einer Schwankungs- 
breite von 10°, wobei offenbleibt, ob das geringe Defizit nicht noch 
an den Nachtagen erscheint. Wegen der physiologischen Schwankungen 
der Trimethylaminausscheidung laBt sich eine etwaige Mehrausscheidung 
an den Nachtagen nicht ohne weiteres nachweisen. Die Fahigkeit des 
menschlichen Organismus, Trimethylamin weitgehend abzubauen, 
ist jedenfalls minimal und wir miissen das Trimethylaminoxyd als das 
normale Endprodukt des Trimethylaminstoffwechsels bezeichnen. Die 
Substanz ist hier zum erstenmal als Stoffwechselprodukt des Warm- 
bliiters bzw. des Menschen nachgewiesen. 

Zwischen dem unveraéndert ausgeschiedenen Trimethylamin und 
seinem Oxyd scheint eine gewisse Proportionalitaét zu bestehen, das Ver- 
haltnis betragt in den Analysen der Tabellen I und I am haufigsten 
1:20 bis 1:50. Es liegt daher die Vermutung nahe, dab zwischen 
Trimethylamin und Trimethylaminoxyd eine physiologische Beziehung 
vorliegt, bei der die Oxydoreduktionsvorgiange im Organismus eine 
Rolle spielen. Diese Vermutung wiirde in den von Ackermann, Poller 
und Linneweh? in vitro ausgefiihrten Versuchen iiber die Rolle des Tri- 
methylaminoxyds als biologischer Wasserstoffakzeptor eine Stiitze 
finden. Als nachste Folgerung ware zu erwarten, daB unter Bedingungen, 
die eine unvollkommene Oxydation im Organismus zur Folge haben, 
eine Verschiebung des genannten Verhaltnisses stattfinden wiirde. 


1 Langley, J. of biol. Chem. 84, 561, 1927. — * Ackermann, Poller u. 
Linneweh, Zeitschr. f. Biol. 85, 435, 1927. 
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Ein einzelner Versuch, den wir bisher in dieser Richtung anstell 
konnten, hat allerdings ein entsprechendes Resultat nicht gezeitigt 
Ks wurde der Mischharn von zwei gesunden jungen Mannern vor und 
nach einem dreistiindigen, tiber 23km_ fiihrenden Gepackmarsc), 
untersucht ?. 
Tabelle III. 
Trimethylammoniumbasen im Harn nach sportlicher Betatigung 
(mg N/1000 cem). 





Harnmenge Freies Tri- Trimethyl- : ~—— , 
Nr. methvlamin aminoxvd Gesamt-Trimethylammoniumbasen 
ecm 
31 270 1,12 9,24 17,36 vor | sportlicher 
32 220 1,46 11,48 29.68 nach | Betitigung 


Die Werte, die hier ausnahmsweise in mg N pro 1000 cem Harn 
angegeben sind, zeigen nach dem Marsch nur in bezug auf die Gesamt- 
Trimethylammoniumbasen eine Veranderung. Sie sind erhdht 
Eine solche Vermehrung entspricht den Befunden von Fldéssner und 
Kutscher? bei Langlaufern. 

Suwa’, der als erster das biologische Vorkommen von Trimethy! 
aminoxyd, und zwar im Muskel des Dornhais (Acanthias vulg.) nachwies 
hat die Substanz bereits bei Kaninchen verfiittert bzw. injiziert. i: 
stellte aus dem Harn ein Goldsalz dar, das er als Gemisch der Aurati 
von Trimethylamin und Dimethylamin ansprach. Im _ Fiitterungs- 
versuch fand er daneben einen Teil des Trimethylaminoxyds unverandert 
vor, wahrend im Injektionsversuch die Isolierung aus Harn miblang 
Er nimmt daher an, daB die Substanz im Tierkérper reduziert und zum 
Teil abgebaut werde. 

In unseren Versuchen am Menschen wurde eingenommenes Tri- 
methylaminoxyd, das keinerlei Symptome verursachte, in einem Fall 
mit etwa 20°, Defizit, im anderen Fall fast quantitativ wiedergefunden 


wahrend zugleich die Trimethylaminausscheidung einen maBigen An- 


stieg zeigte (Versuch 24, 25). FaBt man das gleichzeitige Vorkommen 


von Trimethylamin und Trimethylaminoxyd als eine Art oxydoreduk- 
tives Gleichgewicht auf, so ist hier das Gleichgewicht von der anderen 


Seite her durch partielle Reduktion des Oxyds erreicht worden. 


Nach diesen Ergebnissen ist es selbstverstandlich, daB der Genu) 


von Seefischen, die Trimethylaminoxyd enthalten, eine starke Zunahm: 


1 Den Herren Dr. Liidecke und Dr. Siehlo, die sich fiir diesen Versuc! 


zur Verfiigung stellten, spreche ich auch hier meinen Dank aus. — ? Fléssner \ 
Kutscher, Zeitschr. f. Biol. 88, 382, 1929. — ? Suwa, Pfliigers Arch. 12%, 


421, 1909; 129, 231, 1909. 
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der Ausscheidung dieser Substanz im Harn zur Folge haben muB. 
Wir sehen in den Versuchen Zunahmen, die zum Teil das Zehnfache der 
Normalmenge ausmachen, wahrend zugleich auch der Trimethylamin- 
vehalt der betreffenden Harne erhéht ist. 


Priiparative Darstellung von Trimethylaminoxyd aus Harn. 


Die Isolierung des Trimethylaminoxyds aus Harn nach Darreichung 
von Trimethylamin und nach GenuB von Seefisch bot keine Schwierig- 
keiten, da die Substanz in der Tagesmenge des Harns grammweise 
enthalten ist. 


Der nach Ausfiihrung der Analysen verbliebene Teil des Harns aus 
Versuch 23, 400 cem, wurde mit Schwefelsiure stark angesiuert und mit 
Phosphorwolframsaure gefallt. Nach zweistiindigem Stehen im Eisschrank 
wurde abgesaugt, der Niederschlag mit Barytwasser verrieben, vom Barium- 
niederschlag abgesaugt und das Filtrat im Vakuum destilliert. Nach Ein- 
leiten von CO, wurde zum Sirup eingedampft, der mit Methylalkohol 
aufgenommen wurde. Nach Verdampfen des Methylalkohols wurde der 
tiickstand mit absolutem Alkohol aufgenommen und Sublimat in die 
heiBe Lésung eingetragen. Der Quecksilberniederschlag wurde mit H,S 
zersetzt, das klare Filtrat eingeengt und mit Goldchlorid versetzt. Das 
schéne Goldsalz zeigte den fiir Trimethylaminoxydgoldchlorid verlangten 
Schmelzpunkt 255 bis 257°*, der beim Umkristallisieren aus heiBem Wasser 
konstant blieb. 


0,4734 g Substanz geben 0,2236¢ Au. .... . . gef.: Au 47.3% 
Fiir Trimethylaminoxydgoldehlorid (C, HyNOHCI 
Wee Cone 6 oe eS ao oe ete ate OC es She 7 RCA, 


In gleicher Weise wurde mit 550 cem Harn aus Versuch 27 nach GenuSB 
von 500g gebackenem Hering verfahren. Beim Eindampfen des Filtrats 
vom Quecksilbersulfid kristallisierte bereits ein Teil des Trimethylamin- 
oxyds als Chlorid (A) aus und wurde abgesaugt. Das Filtrat wurde weiter 
eingedampft und mit Alkohol aufgenommen, aus dem beim Einengen 
weitere Mengen des Chlorids (B) auskristallisierten. Die beiden Fraktionen 
wurden in die Goldsalze A und B iibergefiihrt, die den Schmelzpunkt 255 
bzw. 260° (rasch erhitzt) zeigten, verlangt sind 255 bis 257°. 


A. 0,0878 g Substanz geben 0,0418¢ Au... . . gef.: Au 47,6% 
B. 0,2636 g Substanz geben 0,1262g Au... . . gef.: Au 47,59% 
Fir Trimethylaminoxydgoldchlorid, C,H,NOHC! 

PRO a a eae se ee ee Se ee es ee ee 


Versuche mit oraler Zufuhr von Betain, Cholin, y-Butyrobetain, Carnitin, 
und Fleischextrakt. 

Es ist bekannt, da& Trimethylammoniumbasen beim bakteriellen 
Abbau vielfach Trimethylamin liefern. Ein ahnlicher Abbau_ tiber 
Trimethylamin ist 6fters auch im héheren Organismus angenommen 
worden. Nach den im vorigen beschriebenen Versuchen ist in diesem 


* Poller und Linneweh, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 59, 1362, 1926. 
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Falle zu erwarten, dal dies intermediar gebildete Trimethylamin in 
der Hauptmenge in das Oxyd iibergefiihrt und als solches im Harn aus 
geschieden wird, zum kleinen Teil auch zur Vermehrung des freie1 
Trimethylamins im Harn beitragen wiirde. Basen, die unverandert 
ausgeschieden werden, wurden dagegen in der Fraktion der iibrigen 
Trimethylammoniumbasen zu erwarten sein. 

Fiir die Versuche diente synthetisch gewonnenes Betain, kaufliches 
Cholin (Hofmann-La Roche), y-Butyrobetain, das synthetisch dure! 
Kinwirkung von Trimethylamin auf +-Chlorbutyroathylester dargeste||t 
wurde, und Carnitin aus Fleischextrakt. Die Substanzen wurden als 
Chloride in Wasser mit Citronensiure bzw. Natriumcitrat verabfolgt. 
lielags Fleischextrakt wurde als ziemlich konzentrierte Lésung_ im 
Laufe von etwa 5 Stunden eingenommen. 


Tabelle IV. 
Trimethylammoniumbasen im Harn nach Verabreichung von 
Betain, Cholin, Eidotter, y-Butyrobetain, Carnitin, Fleisch 

extrakt (mg N/Tag). 





Ubrige 

Freies Tri- Tri- 
, Harn Tri- methyl- methyl- 
Zufuhr methyl- | amin- ammo- 
amin oxyd nium- 

basen 


Normalnahrung (Mittel) . a & 22.4 
Betain WemeN. . 2. . « | 2006 6 “ ret 
Be TE OS Ge 1035 . 2 20,8 


. 


Cholin : eee aratee 1440 2,6 46,8 
a. ee 900 Rs tf 18,6 

” ee RE we 8 ke ss 980 2 19,6 
8 EKidotter 108mg Trimeth.-N  600* : 12,7 


s 


Butyrobetain = 50mgN ... 500* 

RR ieee ale 900* 
50 Bey 970 
50 xh 550* 
» 109, <'. | EO 


” 
“ 


” 


Carnitin = 7Ome@N. ... 5. 859 
Fleischextrakt 45¢ .....~. 900 

fa wee si cs ee 
) a | ye lie: eae te! ee 
Fleischextrakt 40g ...... 1900 
UM eS ee ee ey ee eee 


* 16 stiindiger Harn. 


Kohlrausch! fand nach Darreichung von Betain beim Menschen 
im Gegensatz zu manchen Tierarten, im Harn kein Betain wieder. 


! Kohlrausch, Zeitschr. f. Biol. 57, 273, 1912. 
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dagegen war Trimethylamin nachzuweisen. Guggenheim erortert die 
\Méglichkeit, daB als erste Stufe des Betainabbaues eine Abspaltung 
des Trimethylamins erfolgt, wahrend Riesser? eine partielle Entmethy- 
lierung unter Bildung von Sarcosin und weiterhin, unter Mitwirkung 
anderer Stoffwechselprodukte, Bildung von Kreatin vermutet. Jn 
unseren Versuchen (Tabelle IV, Nr. 34 und 35) werden die Ergebnisse 
von Kohlrausch insofern bestatigt, als in der Fraktion der itibrigen 
Trimethylammoniumbasen, in der sich ausgeschiedenes Betain finden 
muBte, keine merkbare Erhéhung stattgefunden hat. Betain, in einer 
Menge von 1 bis 2 g beim Menschen verabfolgt, fiihrt jedenfalls nicht zu 
einer nachweisbaren Betainausscheidung im Harn. Im Gegensatz zu 
Kohlrauschs Befund ist auch das Trimethylamin im Harn nicht ver- 
mehrt. Wiirde solches als intermediaires Abbauprodukt im Kérper 
auftreten, so ware es wie erwahnt als Oxyd im Harn zu erwarten. Auch 
diese Substanz ist im Harn nicht vermehrt. Betain wird somit im mensch- 
lichen Organismus weitgehend abgebaut und es darf mit ziemlicher 
Sicherheit ausgeschlossen werden, daB dieser Abbau iiber Trimethylamin 
als Zwischenstufe fiihrt. Es ist vielmehr eine primare Entmethylierung 
des Betains im Sinne Riessers wahrscheinlich. Die Frage, ob weiterhin 
Kreatin daraus entsteht, wird durch unsere Festste]lungen selbstverstand- 
lich nicht beriihrt. 

Cholin ist von Fléssner und Kutscher (1. ec.) im Harn von Langstrecken- 
laufern nach dem Laufe gefunden und als Goldsalz identifiziert worden. 
Schon frither haben Reid Hunt? und Guggenheim und Léffler® auf biologi- 
schem Wege, der allerdings volle Beweiskraft nicht beanspruchen kann, 
Cholin im Harn gefunden. Nach Darreichung per os und subcutan fanden 
Hoesslin* und Franchini® Cholin im Harn, wahrend es von Donath® und 
Shanks? nach intravenéser Zufuhr gefunden wurde. Guggenheim und 
Léffler fanden es nach subeutaner Injektion nicht, nach intravenéser wenig 
vermehrt. Der gréS8te Teil wurde nicht ausgeschieden. Klee und Petro- 
puliadis § fanden nach Eingabe von 0,6 g Cholinchlorid per os keine Steigerung 
der Cholinausscheidung, eine Vermehrung dagegen bei intravenéser und 
rektaler Zufuhr. Alle die genannten Ergebnisse wurden mit biologischen 
Methoden des Cholinnachweises erzielt. 

In unseren Versuchen (Tabelle 1V) bedingten 2g Cholinchlorid 
in einem Falle (Versuch 36) einen maBigen Anstieg in der betreffenden 
Fraktion der Trimethylammoniumbasen im Harn, der auf die Aus- 
scheidung unveranderten Cholins bezogen werden darf. In bezug auf 
die zugefiihrte Menge handelt es sich jedoch nur um einen kleinen 


1 Riesser, Zeitschr. f. physiol. Chem. 86, 415, 1913; 90, 221, 1914. 
* Reid Hunt, J. of Pharm. and exp. Ther. 7, 301, 1915. — * Guggenheim 
u. Léffler, diese Zeitschr. 74, 209, 1916. — * Hoesslin, Beitr. 8, 27, 1906. 
° Franchini, Arch. Farm. sper. 7, 37, 1907. — ® Donath, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 39, 526, 1903. — 7? Shanks, J. of Physiol. 58, 230, 1923. — § Klee 
u. Petropuliadis, Verh. d. Deutsch. Ges. f. inn. Med. 237, 281, 1927. 


i7* 








258 W. Lintzel: 


Bruchteil, und in den weiteren Versuchen hat sich die Beobachtun; 
nicht wiederholt. Es ergibt sich somit Ubereinstimmung mit frithere) 
Autoren. In zwei Versuchen, namentlich im Versuch 38, zeigt sich ver 
mehrte Ausscheidung von Trimethylaminoxyd, die darauf hinweist 
daB ein Teil des Cholins im Stoffwechsel unter Bildung voi 
Trimethyvlamin abgebaut worden ist. Da im Versuch 36 und 
auch nach Lecithinzufuhr (Versuch 39) eine entsprechende Ver 
mehrung des Trimethylaminoxyds fehlt, kénnen wir an_ einen 
spezifischen Reaktionsverlauf im intermediaéren Stoffwechsel nicht 
glauben, nehmen vielmehr an, daB es sich um einen bakteriellen Vorgany 
im Darmkanal handelt, der gréBeren Zufallen ausgesetzt ist als ein 
regularer Abbau im intermediaren Stoffwechsel. Wir nehmen daher an. 
daB der Abbau des Cholins im Stoffwechsel ein tiefgreifender ist und 
mit Entmethylierung entsprechend der Annahme von Riesser verlauft 
daB jedoch ein Teil des zugefiihrten Cholins im Darmkanal bakteric|! 
unter Trimethylaminbildung zerfallen und ein weiterer Bruchteil 
unverandert im Harn ausgeschieden werden kann. 

Von Ackermann, Holtz und Reinwein! unter dem Namen Actinin, in 
der Seerose Actinia equina beschrieben, ist y-Butyrobetain weiterhin von 
Hoppe-Seyler und Schmidt*, Kutscher und Ackermann*® in Meerestieren, 
von Keil, Linneweh und Poller* im Schlangenmuskel bei Python molurus 
gefunden worden. Es ist identisch mit der von Brieger im faulen Pferde 
fleisch gefundenen, durch bakterielle Umwandlung von Carnitin gebildeten 
Base (Linneweh*®). Im Muskel des Warmbliiters und im Fleischextrakt ist 
es bisher nicht entdeckt worden, wohl aber im Harn phosphorvergifteter 
Hunde (Takeda ®), im Harn von Kranken mit perniziéser Animie ( Reinwe7 
und Thielmann’) und im Harn von Sportlern (Fléssner und Kutscher 
Identisch ist damit vielleicht das von Kutscher® im normalen Frauenharn 
gefundene Reduktonovain. Linneweh® gab einem Hunde 20g +-Butyro 
betain im Laufe von 6 Tagen subecutan, die zu schwerer Vergiftung fiihrten 
Im Harn wurden 40°) unverandert, 3° zu Carnitin oxydiert wiede1 
gefunden. 

In unseren Versuchen am Menschen, bei denen 0,5 bis 1,0 g 7-Butyro 
betain per os gegeben und Giftwirkungen nicht beobachtet wurden, ergabe1 
sich erhéhte Werte der Fraktion ,,iibrige Basen‘: (Tabelle IV, Nr. 40 bis 44). 
aus denen zu berechnen ist, daB 30 bis 75°, der zugefiihrten Menge im 
Harn, in erster Linie wohl unverandert (s. unten) erschienen sind. De: 
Rest ist abgebaut oder gespeichert, Trimethylamin ist nicht abgespalten 
worden, da freies Trimethylamin und das Oxyd im Harn nicht vermehrt 


! Ackermann, Holtz u. Reinwein, Zeitschr. f. Biol. S1, 61, 1923; S6, 
199, 1927. 2 Hoppe-Seyler u. Schmidt, ebenda 87, 69, 1927. —* Kutsch: 
u. Ackermann, Ann. Rev. Biochem. 2, 1933. — 4 Keil, Linneweh u. Poll: 
Zeitschr. f. Biol. 86, 59, 1927. — > Linneweh, Zeitschr. f. physiol. Chen 
IS1, 54, 1929. — ® Takeda, Pfliigers Arch. 183, 365, 1910. — * Reinuy 
u. Thielmann, Arch f. exper. Path. 103, 115, 1924. — § Kutscher u. Lohman 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 51, 457, 1907. — *® Linneweh, ebenda 1S! 
42, 1929. 
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nd. Der von Linneweh vermutete Weg des Abbaues, der iiber Croton- 
‘tain und Carnitin fiihrt, diirfte somit weiterhin unter Entmethylierung 
erlaufen. 

Carnitin, von Kutscher urspriinglich Novain genannt, ist die Tri- 
methylammoniumbase, die im Warmbliitermuskel am __ reichlichsten 

rhanden ist (Arimberg). Es ist pharmakologisch unwirksam und hat wohl 
ius diesem Grunde wenig Beachtung gefunden. Seine chemische Struktur 
st erst in neuerer Zeit durch Tomita und Sendju! endgiiltig geklart worden. 
Engeland? fand beim Hunde nach Zufuhr von | g Carnitinchlorid die Sub- 
-tanz im Harn nicht wieder, beim Kaninchen zu einem kleinen Teil. Kaétscher 
ind Lohmann? fanden nach Verfiitterung von 140 ¢ Fleischextrakt beim 
Hunde Carnitin im Harn, wihrend im normalen Hundeharn nur sehr geringe 
Mengen, wenn iiberhaupt, vorhanden sein kénnen. 3g Carnitinchlorid 
subeutan fiihrten in Versuchen von Linneweh am Hunde zur Wieder- 
wusscheidung von etwa 30°, der einverleibten Menge. 

In unserem Versuch am Menschen (Tabelle 1V) fiihrte die orale 
Gabe von 1g Carnitinchlorid zu einer geringen Steigerung der Aus- 
scheidung von Trimethyvlammoniumbasen, die auf 10°), der zugefiihrten 
Menge veranschlagt werden kann. Freies Trimethylamin und das Oxvd 
waren nicht merklich vermehrt, so daB auch der Abbau des Carnitins, 
sofern nicht Speicherung stattgefunden hat, im Organismus nicht tiber 
die genannten Basen fiihren diirfte. Auch nach Darreichung von Fleisch- 
extrakt, wobei durch den hohen Kaliumgehalt der Harn fiir 1 bis 2 Tage 
alkalische Reaktion annahm, wurde zum Teil gesteigerte Ausscheidung 
in der Fraktion der tbrigen Basen beobachtet. Hier war an einigen 
Tagen auch vermehrte Ausscheidung von Trimethylamin und_ Tri- 
methylaminoxyd nachweisbar, die Mehrausscheidung hielt sich jedoch 
in so engen Grenzen, daB nur ein kleiner Teil der im Fleischextrakt 
enthaltenen Trimethylammoniumbasen Carnitin, Neosin und Croton- 
betain in Form von Trimethylaminoxyd erschienen ist. Es ware denkbar, 
daB Neosin oder Crotonbetain, deren Verhalten bei Zufuhr in reinem 
Zustand wir noch nicht gepriift haben, hierfiir verantwortlich zu machen 
sind. Ebenso kann man vermuten, da ein Teil der im Fleischextrakt 
enthaltenen Trimethylammoniumbasen auf einem Nebenwege, und zwar 
unter Mitwirkung der Bakterien des Darms, Trimethylamin abgespalten 
hat, das dann in Form des Oxyds im Harn erscheinen muB. 

Die in den Versuchen am Menschen verwendete Menge Fleisch- 
extrakt entspricht etwa 2 kg Fleisch, somit weit mehr als in der normalen 
Nahrung vorkommt. Die in den iibrigen Versuchen dargebotenen 
Mengen der Trimethylammoniumbasen iibertreffen gleichfalls das 
Angebot in normaler vegetabilischer und animalischer Nahrung. Dennoch 
kénnen aus den Versuchen Folgerungen betreffs der Herkunft der 


1 Tomita u. Sendju, Zeischr. f. physiol. Chem. 169, 263, 1927. — 
* Engeland, Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 16, 664, 1908. — 
’ Kutscher u. Lohmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 48, 1, 1906. 
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Trimethylammoniumbasen im normalen Harn gezogen werden. Es is‘ 
kein Zweifel, daB diese zu einem erheblichen Teile exogener Herkunft 
sind. Trimethylamin und sein Oxyd, soweit sie nicht z. B. durch Se 
fischnahrung praformiert zugefiihrt werden, diirften ihr Vorhandensein 
im normalen Harn der Tatigkeit der Darmbakterien verdanken, wobei 
der nicht resorbierte Teil emiger Trimethylammoniumbasen der Nahrung 
sowie die in den Verdauungssekreten enthaltenen Basen als Ausgangs 
material in Frage kommen. Bekanntlich werden die Phenole des Harns 
Tatigkeit der Darmbakterien zuriickgefiihrt. Es ware demnac}, 
an eine Beziehung zwischen der Ausscheidung der Phenole, des Tri- 
methylamins und des Trimethylaminoxyds im Harn zu denken, die de: 


auf die 


experimentellen Priifung zugénglich ist. 


Priparative Darstellung von y-Butyrobetain aus Harn. 


In Anbetracht der verhaltnismaBig geringen Substanz- und Harn- 
mengen, um die es sich in unseren Versuchen handelt, ist die praparative 
Darstellung der im Harn ausgeschiedenen Basen in der letzten Versuchs 
reihe nur im Falle des y-Butyrobetains gelungen, das nach der Davr- 
reichung zum Teil unverandert aus dem Harn gewonnen wurde. 

1000 cem Harn aus Versuch 44 wurden in iiblicher Weise mit Phosphor- 
wolframséure gefallt, der Niederschlag wurde mit Baryt zersetzt, ein 
gedampft und mit Methanol und Alkohol behandelt. Mit Goldehlorid 
wurden dunkelgelbe Kristalle vom Schmelzpunkt 169° erhalten, die nach 
Linneweh aus Alkohol-Ather umkristallisiert wurden. Schmelzpunkt jetzt 
180 bis 182°, Mischschmelzpunkt mit synthetischem  y-Butyrobetain- 
goldchlorid 181°, wie verlangt. 

0,0682 g Substanz geben 0,0276¢g Au ..... . gef.: Au 40,47°). 
fir y-Butyrobetaingoldchlorid (C;H,,NO,.AuCl,). ber.: Au 40,65 %. 

Bemerkenswert erscheint uns die von friiheren Autoren festgestellte 
Tatsache, da y-Butyrobetain ohne vorangegangene Darreichung im 
Harn nachweisbar ist, wenn auch in geringerer Menge als in unseren 
Versuchen, wahrend es im Organismus des Warmbliiters trotz eigens 
darauf gerichteter Versuche bisher nicht nachweisbar war (Linneweh). 
Ein biologischer Weg fiihrt von der Glutaminsaure zur y-Aminobutter- 


siure und zum y-Butyrobetain'. Man darf vielleicht annehmen, dab 
das gebildete y-Butyrobetain zum Teil zu  Carnitin oxydiert 
und im Muskel gespeichert bzw. weiter abgebaut wird, zum Teil aber 
einer raschen Eliminierung durch die Nieren unterworfen wird. In 
unseren Versuchen ist auBer dem quantitativ ausgeschiedenen  Tri- 


ti Anm. bei der Korrektur: Auf Grund der kiirzlich von H. Burchard 
(diese Zeitschr. 272, 74, 1934) mitgeteilten Beobachtung von +-Butyro- 
betain im Saéuglingskot mu8 die bakterielle Entstehung der Substanz im 
Darmkanal aus dem Carnitin der Nahrung in Betracht gezogen werden. 
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methylaminoxyd das y-Butyrobetain die einzige der verfiitterten Basen, 
lie zu einem erheblichen Prozentsatz unverandert im Harn erscheint. 
Dies spricht einerseits fiir eine gréBere Widerstandsfaihigkeit der Base 
m Organismus, andererseits fiir eine raschere Ausscheidung, die mit 
der Giftigkeit der Substanz zusammenhangen kénnte. Vergleichsweise 
dirfte das Bestreben des Organismus, Carnitin auf dem Nierenwege 
zu entfernen, viel geringer sein. Auf Grund dieser Voraussetzungen 
kann man sich eine Vorstellung betreffs der Tatsache machen, daB 
--Butyrobetain im Organismus héchstens in minimaler Menge vor- 
kommen kann, im Harn aber 6fters nachweisbar war. 


Zusammenfassung. 


1, Es werden Methoden zur Bestimmung von freiem Trimethyl- 
amin, Trimethylaminoxyd, Gesamttrimethylammoniumbasen und leicht 
hyvdrolysierbaren Trimethylammoniumbasen im Harn angegeben. 

2. Die Werte der normalen Ausscheidung der Trimethylammonium- 
basen im menschlichen Harn werden angegeben. 

3. Per os zugefiihrtes Trimethylamin wird im Harn nahezu quanti- 
tativ in Form von Trimethylaminoxyd, zu einem kleinen Prozentsatz 
unverandert ausgeschieden. Trimethylaminoxyd per os wird nahezu 
quantitativ im Harn ausgeschieden, daneben ist die Ausscheidung 
freien Trimethylamins etwas vermehrt. Nach Seefischnahrung ist die 
Ausscheidung von Trimethylaminoxyd im Harn stark vermehrt, in 
geringem Grade auch die Ausscheidung von Trimethylamin. 

4. Betain per os fiihrt nicht zu einer Vermehrung der Trimethyl- 
ammoniumbasen im Harn. Der Abbau geht nicht tber Trimethylamin 
als Zwischenstufe, sondern diirfte sich unter primarer Entmethylierung 
vollziehen. Nach Cholin per os war die Ausscheidung der Trimethyl- 
ammoniumbasen etwas vermehrt. Die Zahlen weisen darauf hin, dab 
die Hauptmenge abgebaut wird, ein kleiner Teil erscheint im Harn, 
ein weiterer Teil in Form von Trimethylaminoxyd, das der Tatigkeit 


der Darmbakterien zuzuschreiben sein dirfte. y-Butyrobetain erscheint 
zu einem erheblichen Prozentsatz unverandert im Harn, Trimethyl- 
aminoxyd ist dabei nicht vermehrt. Carnitin bedingte keine deutliche 
Vermehrung der Trimethylammoniumbasen im Harn. Nach Fleisch- 
extrakt war ihre Menge vermehrt. Eine hierbei beobachtete 
Vermehrung des Gehalts an Trimethylaminoxyd im Harn wird durch 
EKinwirkung der Darmbakterien erklart. 








Uber die Verbindung Myosin—Polysaccharid’. 


Itl. Teil der Untersuchungen iiber Polysaccharoproteide. 
Von 
St. J. von Przyjeeki und R. Majmin. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 


(Eingegangen am 9. Juli 1934.) 


Die Untersuchungen von Meyerhof und von Lohmann zeigten? 
da® das Muskelglvkogen nur in geringen Mengen in den PreBsaft tibe: 
geht und daB der Hauptteil dieses Polysaccharids im Brei zuriickbleibt 
Nachdem in unseren friiheren Untersuchungen eine groBe Bindungs- 
fahigkeit zwischen den Globulinen und Polysacchariden auch oberhal! 
ihres I. P. nachgewiesen wurde®, wollten wir die Bindungsfahigkeit 
von Polysacchariden mit den Muskelproteinen analysieren. Die schénen 
Arbeiten von Weber und seinen Schilern‘ erleichterten unsere Aufgabe 
sehr, denn sie erlaubten uns, eine Trennung der Muskelproteine aus- 
zufiihren und den Charakter der entstandenen Verbindung zu_ be- 
stimmen. 

Die Annahme, dap die Zuriickhaltung des Glykogens (bet bestimmten 
pu) im Muskelbrei durch eine Entstehung von unldslichem Myosino- 
glykogen hervorgerufen wird, wurde vollstindig bestatigt®. 

Die Versuche wurden mit verschiedenem Material ausgefiihrt. Das 
Myosin (wir wenden die Nomenklatur aus Webers Publikationen an) war 
aus frischem Kalbfleisch, aus Hundemuskeln oder aus getrockneten Pferce 
muskeln hergestellt. 

Das Rindfleisch wurde entweder nach dem Zerkleinern in der Fleisch 
maschine in 5 Volumen einer 0,5- oder 1 °%igen NaHCO,-Lésung 2 Stunden 
stark geschiittelt oder zuerst in kaltem Wasser geschiittelt, die Fliissigkeit 
dekdntiert und dann wiederholt mit NaHCO,-Lésung extrahiert. Das 
Rindfleisch stammte von einem soeben getéteten Tiere. Die alkalische 
Extraktion des Myosins wurde drei- bis fiinfmal mit demselben Material 
ausgefiihrt. : 

Die Hundemuskeln stammten von soeben getéteten Tieren, so dal} 
die Zeit zwischen dem Tod und der Bereitung des Materials nicht langer 
als 15 bis 30 Minuten dauerte. 

Die Extraktion der Muskeln erfolgte entweder sofort mit 0,5- ode 


1° iger Biecarbonatlésung, oder es wurde zuerst mit Wasser und nachher 


! Vorgetragen auf der Sitzung der Warschauer Wissensch. Ges. am 
15. Marz 1934. 2 O. Meyerhof, Die chemischen Vorgainge im Muske! 
Berlin 1930, S. 141. 3 vy. Przytecki u. R. Majmin, diese Zeitschr. 271, 


168, 1934. — 4 R. Stéver, ebenda 259, 269, 1933; K. Meyer, ebenda 266, 
137, 1933. — 5 Siehe auch R. Willstdtter u. M. Rohdewald, Zeitschr. f. 


physiol. Chem. 225, 103, 1934. 
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it der Bicarbonatlésung behandelt. Manchmal wurde auch die alkalische 
Extraktion zwei- bis dreimal vorgenommen. Auerdem stellten wir auch 
Versuche mit Myosinlésungen an, die nach einem der drei Extraktions- 
verfahren bereitet waren und dann durch Essigsaéure oder besser durch 

HCl auf pu 5 oder 7 gebracht wurden. Es wurde abzentrifugiert, der 
Riickstand in Lauge bei px 8,5 bis 9,2 gelést und die Operation zwei- bis 
lreimal wiederholt. Die verwendeten getrockneten Pferdemuskeln waren 
von der Firma Kilawe aus frisch getéteten Pferden durch Lufttrocknung 
ei 37 bis 40° schnell hergestellt worden. 100g des getrockneten Materials 
wurden mit 3 Liter 0,5 °,iger NaHCO,-Lésung stark geschiittelt, der erste 
\uszug abgetrennt, aufs neue in NaHCO,-Lésung gelést und das Myosin 
mit HCl ausgefallt. 

Aus diesen Angaben folgt, daB die Reinheit des Myosins in unseren 
Praparaten stark variieren muSte. In einigen Fallen enthielten die Aus- 
zige sowohl viel Blutkomponenten als auch Myogen und Globulin (Weyer, 
.c.). Dureh verschiedene MaBnahmen und Fraktionierungen wurden diese 
Verunreinigungen fast vollstandig beseitigt. 

Die auf diese verschiedenen Arten gereinigten Praparate dienten als 
Muskelproteinlésung, zu der die Polysaccharide Glykogen, Starke oder 
Dextrin zugesetzt wurden. Durch Essigsiure oder n HCl wurde die 
Mischung auf verschiedene py gebracht und die dabei entstehende Aus- 
fallung untersucht. Sie wurde erst abzentrifugiert, mit H,O gewaschen, in 
Lauge gelést und von der alkalischen Lésung gemessene Anteile zur 
Analyse verwendet. 

Das Verhaltnis Proteine: Polysaccharide in der Ausfallung wurde fast 
immer dureh N-Bestimmung (nach Parnas) und Glucosebestimmung 
(nach Pfliger-Bertrand) ermittelt. Das Gewicht des N wurde mit 6,25 multi- 
pliziert und so die Menge der Proteine berechnet. Die Starke (,,l6sliche* 
von Merck) wurde in heiBem Wasser gelést und 30 Min. gekocht. Die Lésung 
opalisierte, gab aber bei allen untersuchten px keine Triibung. Das Dextrin 
war Mercks reinstes Praparat; das Glykogen war entweder von Merck 
bezogen oder im Institut nach Pfliger oder Rona aus Kaninchenlebern 
bereitet. 

In einigen Fallen wurde auch der Niederschlag getrocknet (im Vakuum 
bei 25°) und in einer bestimmten Menge die Polysaccharide nach P/liger 
bestimmt. 

1. Wenn zu einem Bicarbonatauszug aus Rindermuskeln Starke 
zugesetzt wird, nimmt die Viskositaét des Auszuges stark zu (Tabelle 1). 
Die Mischung zeigt einen viel gréBeren Triibungsgrad, als es der Summe 
der Triibungen (Nephelometerbestimmungen) des Auszuges und der 
Starkelésung entspricht. Bei py > 8,5 entsteht oft schon nach einigen 
Stunden ein Niederschlag und die Lésung bleibt tribe. Der Kontroll- 
auszug ohne Starke opalisiert auch, bleibt jedoch 24 bis 40 Stunden lang 
ohne Ausfallung. Nach 24 Stunden langem Stehen bei py 8 ist die 
Kontrollésung étwas triibe, aber ohne Ausfallung, nach Starkezusatz 
fallt schon nach einigen Minuten ein starker Niederschlag und die 


Lésung bleibt noch triibe. Bei px 7,2 entstehen in beiden Lésungen 
starke Niederschlage, die Lésungen selbst bleiben aber klar. Dasselbe 
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wurde bei py 5,2 und teilweise auch bei py 4,5 beobachtet. Bei py 4.1) 
ist die Kontrollflissigkeit etwas triibe, in der Mischung entstand ein 
Niederschlag. 

Tabelle I. 





2 3 4 


n* des y der Sturke- » der 
Pu Auszugs lisung Mischung 


10 1,038 ; 2,168 

10 1,023 18% 1,806 

8,9 1,01 08 1,095 
(Glykogenlésung) 

8.9 1,041 1,137 1,339 


yn der Lisung y des Wassers 100 
a y des Wassers ; : 

Derselbe Versuch wurde auch mit gereinigtem Myosin ausgefiihrt. 
Der erste Auszug war zweimal mit HCl ausgefallt und in NaOH geloést 
worden. Die Lésung, deren po = 9,6 war, gab schon bei diesem py eine 
Ausfillung nach Starkezusatz (100 cem 1°%ige Starkelésung auf 100 cem 
Auszug), obwohl die Kontrolle klar war. Eine Niederschlagsbildung wurde 
auch bei sehr sauren Lésungen beobachtet, und zwar noch bei pr 1,4. Mit 
dem Myosin wurde bei demselben px keine Ausfillung beobachtet. Ganz 
ahnliche Resultate wurden mit den Hundemuskeln erhalten. Die Versuche 
wurden mit einem mittels 0,5 °%iger NaHCO,-Lésung bereitetem Auszug 
ausgefiihrt. Bei px 8,5 bis 8,9 ist die Kontrollésung triibe opaleszent; die 
Mischung enthielt einen Niederschlag. Fast dasselbe war bei pq 8 zu beob- 
achten. Nach HCl-Zugabe bis zu px 7,3 waren die beiden Lésungen ganz 
klar und enthielten einen starken Niederschlag. Dasselbe wurde bei px 5,7 
beobachtet. Schon bei py 3,4 opalisiert die Kontrolle aufs neue ohne 
Niederschlagsbildung. In der Mischung ist sowohl bei py 3,4 wie 2,8 und 1,5 
ein Niederschlag entstanden. 

Wir sehen, dap die Systeme Starke —alkalischer Muskelauszug Aus- 
fallungen bei pu >7 und < 4 geben, wihrend der Auszug allein klar 
bleibt. Es entsteht eine Verbindung Protein—Stdarke, deren Stabilitit 
innerhalb eines groben py-Bereiches nur gering ist. 

Die Verminderung der Léslichkeit des entstandenen Polysaccharo- 
proteids kann nicht durch eine Verminderung der Ladung der Kom- 

: , 2 as i 
ponenten hervorgerufen sein, da beide negativ geladen sind. Es kénnen 
vielmehr zwei andere Momente ins Spiel getreten sein: Die grolic 
Steigerung des Molgewichtes oder die Anderung der Hydratation. 

Wie weiter gezeigt werden wird, entstehen auch Verbindungen Myosin 

-Stirke, die 10 oder mehr Starkeaquivalente auf 1 Mol Myosin enthalten 
Hierbei wird das Molgewicht des Myosins abgerundet auf 100000 und das 
der léslichen Starke auf 40000 angenommen, so dai dann die neue Ve1 
bindung mindestens ein Gewicht von etwa 500000 hat. Der neu entstandene 
Komplex kann auBerdem eine verminderte Hydratation besitzen, indem 
eine Anlagerung an die hydrophilen Gruppen eine Absittigung der Affinitaten 
zum Wasser gebracht hat. 





wurc 
vollk 
30% 


fund 


keine 
nicht 


Uber die Verbindung Myosin—Polysaccharid. ITI. 265 


2. Der entstandene Niederschlag wurde abzentrifugiert, zweimal an 
der Zentrifuge mit Wasser gewaschen, in Lauge gelést und das Verhaltnis 
Myosin: Starke bestimmt. Das Inlésungbringen dieses Polysaccharo- 
proteids ist nicht leicht. Nach éfterem Riihren geht aber der Niederschlag 
schlieBlich in Lésung. 

Wenn das angewandte Material gleichartig bereitet wurde, be- 
kommt man gut reproduzierbare Werte fiir M: P (M = Myosin, 
P = Polys.; um den Ausdruck abzukiirzen, werden wir das Verhaltnis 
nur in Gewichtsprozenten des Polysaccharids angeben). 

Das Verhaltnis erwies sich von vielen Momenten abhangig, und 
zwar: 1. vom px, 2. von der Reinheit des Auszuges, 3. von der Art des 
Polysaccharids (Stirke > Glykogen > Dextrin), 4. von der zugegebenen 
Menge des Polysaccharids und 5. von der Anwesenheit von Salzen. 
Von dem Volumen, also von der Polysaccharidkonzentration in der 
Lésung, ist das Verhaltnis M: P unabhangig. Alle diese Punkte werden 
der Reihe nach analysiert. 

3. Die Menge der zugesetzten Starke wibt einen sehr groben Einflup 
auf das Verhdltnis M/P aus. Die Tabelle II zeigt fiir Rind- 
fleisch, wie groB dieser EinfluB ist. Mit der Steigerung der zugesetzten 
Starkemengen vergréBert sich ihr Anteil in der Ausfallung, wobei aber 
die im Polysaccharoproteid gebundene Stiarke nicht ganz proportional 
mit der zugesetzten Menge steigt. Der gebundene Anteil fallt etwas 
mit der Steigerung der zugesetzten Starkemenge; zuerst wenig, dann 
starker. 

Tabelle II. 
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Die durch Untersuchung des Ausgefillten erhaltenen Resultate 
wurden durch die Bestimmung der in Lésung gebliebenen Starke 
vollkommen bestiatigt. Wo die Analyse des M/P eine Bindung von 
30%, angab, wurden in der Lésung 69° der zugesetzten Starke ge- 
funden. 

Diese Tatsache zeigt, daB bei den durch uns angewandten MaSinahmen 
keine Amylasewirkung méglich ist. Wenn das py vor dem Starkezusatz 
nicht hoch genug liegt (< px 8,5), tritt eine erhebliche Polysaccharid- 
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zersetzung ein, was leicht durch die Anwesenheit reduzierender Zuck: 
nachgewiesen werden kann. 

4. Verschieden stark gereinigte Myosinpraparate geben vei 
schiedene M: P-Verhaltnisse, obwohl alle anderen das Verhaltni 
bedingende Momente, bis auf die Myosinmenge, gleich bleiben. All: 
Analysen beziehen sich auf dasselbe Ausgangsmaterial, von dem gleich 
Mengen mit gleichviel Lésungsmittel ausgezogen wurden. 1. Der mit 
0,5° iger NaHCO,-Lésung erhaltene Auszug aus Rindfleisch [100 cem 
Auszug (0,5 kg auf 2 Liter) + 100cem 1° ,ige Stairkelésung] enthielt 
17,7°,, Polysaccharide. 2. Dasselbe Fleisch mit 1° iger NaHCO, 
Lésung ausgezogen 18,7°,. 3. Wie 1., aber die Lésung entfernt und 


0 


der Riickstand aufs neue mit 0,5° iger NaHCO,-Lésung geschiittelt 
25°. 4. Das Fleisch mit Wasser geschiittelt, dekantiert und 0,5 ° ix: 


NaHCO,-Lésung zugesetzt: 20,3°,. Mit den Hundemuskeln erhalt 
man entsprechende Resultate: 1. 15,3, 2. 16,1, 3. 35,5 %, 4. 20,1° 


Diese Ergebnisse sind schwer zu interpretieren, da die Menge des 
anwesenden Myosins nicht gut bekannt war und da bei dem gegebenen 
pu auBer Myosin noch andere Proteine ausgefallt sein konnten. 

5. Einen groBen EinfluB auf das Verhdltnis M: P wbt die Art 
des in Bindung tretenden Polysaccharids aus. Je gréfer sein Molgewicht 
ist, desto gréBer ist sein in der Verbindung enthaltener Anteil. Wenn 
Starke, Glykogen und Dextrin in derselben Menge und Konzentration 
zu demselben M yosinauszug zugesetzt und durch HCl auf dasselbe py 
gebracht wurden, bekamen wir Ausfallungen, wo fiir Dextrin und Starke 
der Anteil 7 und 24°, betrug. Das Verhaltnis war also 1:3,4. Bei 
der Anwendung von Glykogen variieren die Zahlen sehr stark. Bei 
einigen Praparaten war der Polysaccharidanteil mehr den mit Dextrin wile 
erhaltenen Werten ahnlich, in anderen waren sie fast denjenigen der Tabs 
Starke gleich. Es entstanden Ausfallungen, die sowohl 8 bis 9°, als 


} 5 
auch 18 bis 21°, Glykogen enthielten (Tabelle ITI). os 


tion 


Tabelle III. 


Zusammensetzung des Niederschlags, der bei px 7,3 durch Ve 
mischen von 100cem Auszug und 100cem 1° iger Polysaccharid 
lésung entstand. 


Ein: 





Rind Hund 


Polysaccharid im Niederschlag 
in %» 


Starke. ..... | 18,1 —26 16—27 
Glykogen .... | 28,18— 5,1 24—12 
DextGh: . 26 4.2 — 7,6 4— 7,3 


Wir beobachteten eine Abhangigkeit zwischen dem Anteil des fallu 
angewandten Glykogens und der Opaleszenz (Nephelometriewert) oaed 
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6. Die Anwesenheit von Salzen ist-eine der Bedingungen, die das Ent- 
tthen von MP beeinflupt. Bei Abwesenheit von Salzen entsteht dic 
Verbindung iiberhaupt nicht oder nur in sehr geringer Menge. 

Wenn wir zu dem bei pH 7 ausgefallenen Myosin, das gut mit H,O 
usgewaschen wurde, Starkel6sung zusetzten und mit oder ohne Salze 
2 Stunden schiittelten, entsteht bei Anwesenheit von Salz eine Bindung 
von Starke, die ohne Salze ausbleibt. 

Auch in den Versuchen mit Myosinlésungen oder Muskelausziigen 
sehen wir, daB besonders MgCl, den Gehalt an Proteinen im Nieder- 
schlag stark steigert (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 


SalzeinftluB auf den Anteil des Polysaccharids im Niederschlag 


bei PH ce 





Polysaceharid bei 


Rindfleisch, Rindfleisch, 
frisch gewaschen 


Hundefleisch 
Ohne besonderen Salzzusatz . .. . 2 12 19.3 
Mit 9,8% NaCl und 0,1°> CaCl. . . 26 24 
Mr ES ce el ele a e's 25 26 25 
0.8% KCl und 0.3% CaCl... 36 


So entsteht bei Hundemuskeln bei px 7,3 eine Austallung, die 19,3°, 
Starke enthalt; in einer 0,8 ° igen KCl-Lésung enthalt die Ausfallung 
schon 25%, und in einer 0.8% KCl und 0,39, MgCl, enthaltenden Lésung 
sogar 36°, Starke bei sonst gleichen Bedingungen. 

7. Einen groBen EinfluB auf die M: P-Verhaltnisse des Nieder- 
schlags iibt das py aus, bei dem die Ausfallung erfolgt, was schon aus 
Tabelle V zu ersehen ist. Die py-Kurve zeigt ein Minimum zwischen 


pu 5,5 und 7,0, das besonders ausgepragt bei kleinen Starkekonzentra- 


tionen ist. 
Tabelle V. 
EinfluB von py auf den Anteil des Polysaccharids im Niederschlag 
in Prozenten. 





lund Pu Rind Hund 


19 
20—28 
8, 61.5 
),( 50,0 
66.7 9,5 44.5 





Sowohl Rinder- wie Hundemyosin geben bei diesen py Aus- 
fallungen, die im Vergleich zu den Ausfallungen bei px 8 oder 3 bis 4 
zwei- bis viermal weniger Starke enthalten (20 gegen 48 bis 72°,). 
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In Ausfallungen, die Dextrine enthalten, betrug der maximale We: 
bei Pu 5 34 Uf 

Diese groBe Abhangigkeit vom py ist verschiedener Natur. Erstens 
ist das EiweiB nicht einheitlich, deswegen eignen sich zu solchen Versuch: 
besonders gereinigte Myosinlésungen; zweitens spielt die Abhangigk 
einiger Eigenschaften der Proteine vom pu eine Rolle (Gestalt, Ladung usw 

AuBerdem aber wird bei py 5 bis 7 der Anteil von Polysaccharid ir 
Niederschlag durch eine Ausfallung von reinem Myosin vermindert. 

Wahrscheinlich deswegen kommt bei kleinen Starkemengen = ein 
Herabsetzung des Gewichtsprozentes der Polysaccharide unterhalb ci 
Verhaltnisses, welches einer Formel 1/7, P, entspricht, zustande. 


Wenn wir Dextrin Merck, dessen Molekulargewicht zu 6000 bis 7000) 


geschatzt wird, anwenden, erhalten wir bei px 5,5 bis 7,0 Ausfallungen, Star 
die 2 bis 7 % Dextrin enthalten. Das Verhaltnis WM: P ist 98:2 = 49: ] such 
Das Aquivalentgewicht des Myosins miiBte also 6000.49 = 294000 Ver] 
sein, um eine Verbindung .W,D, zu geben (D = Dextrin). Bei py 5 

ist das Verhaltnis 66:34 — 2:1. Das Aquivalentgewicht des Myosins Kon 
ist in diesem Falle etwa 10000. Diesem Gewicht entspricht also minde- des 
stens eine Gruppe, die mit Polysaccharid in Bindung treten kann ist € 
Gleichzeitig sehen wir, daB der Anteil der Polysaccharide in der Ver- zuge 
bindung von ihrem Molgewicht abhiangen muB. Je gréBer das Mol- wo 
gewicht des Polysaccharids ist, desto gréBer muB seine Gewichtsmenge wur¢ 
sein, wenn dieselbe Menge von Teilchen in Bindung tritt. Wenn wir 100 « 
die Prozente der Dextrine und der léslichen Starke vergleichen, so danr 
konstatieren wir ein Verhaltnis 1: 3,4. 6000 multipliziert mit 3,4 gibt wird 
aber ein Gewicht von etwa 20000. Diese Zahlen sind nicht weit von Verd 
dem Molekulargewicht entfernt, das fiir lésliche Starke (40000) an- und 
genommen wird. Leider ist das Molgewicht des Myosins unbekannt : 

jedenfalls ist es gréBer als 100000. Somit ist im Falle der Verbindungen 
von,Myosin mit Stirke und mit Glykogen ein Verhaltnis der Kompo 

nenten von WW, P,, und von WM, Py, nachgewiesen. 

Die erhaltenen Resultate beweisen somit die Existenz sehr verschiedenc: 
Verbindungen von M,P, bis M,Pr4. Die jeweilige Zusammensetzung 100 e 
ist vom pu, von der Gegenwart von Salzen und von den Mengen de: on 
Bausteine Polysaccharid und Myosin abhangig. In einem anderen 100 
Milieu auBerhalb py 5 bis 7 konnte keine Verbindung VW , P, beobachtet 100 
werden, deswegen kénnen wir vorlaufig nicht entscheiden, ob das os 
Polysaccharid mehr als eine mit Myosin bindungsfahige Gruppe enthalt 

Der EinfluB der Salze ist schwer verstandlich. Die dissoziierten 
COO- oder NH,-Gruppen kénnen nicht in Bindung getreten sein 
Uber die Natur der aktiven Gruppen kénnen wir jetzt noch nichts 
aussagen. Jedenfalls sind es nicht die apolaren Reste der lipophilen 


Erha 
dure! 
sacel 
S 5 0 


Aminosauren. 
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Die Gestalt des Komplexes ahnelt nicht einer langen Kette, sondern 
ist aus einem Zentrum von Myosin und vielen (1 - 10) Polysaccha- 
riden, die in verschiedene Richtungen ragen, gebaut. 


Noch ein Moment mu bei dem Einflu8 des py auf das Verhaltnis 
M: P beriicksichtigt werden, und zwar die Léslichkeit von .1/,S,, mit 
verschiedenem m bei demselben py. Es kann sein, daB bei héherem py 
nur Polysaccharoproteide mit gréBeren Stiarkemengen im Molat ausfallen. 
Deswegen entsteht eine Fraktionierung der Ausfallungen. Vorlaufige Ver- 
suche sprechen fiir diese Annahme. Nur weitere Untersuchungen werden 
uns zeigen kénnen, ob diese Annahme ganz richtig ist. 

8. Nicht ganz im Einklang mit den Versuchen, bei denen die 
Stirkemenge (in g) geandert wurde, stehen die Resultate unserer Ver- 
suche tiber den EinfluB des Volumens des Lésungsmittels auf das 
Verhaltnis. MW: P. 

Wenn die Versuche ohne Zusatz von Salzen, um iiberall die gleiche 
Konzentration zu erhalten, ausgefiihrt wurden, dann fallt der Anteil 
des Polysaccharids bei Zugabe von Lésungsmittel ab. Ganz anders 
ist es in dem Falle, wo anstatt von H,O eine 0,5°,ige KCl-Lésung 
zugesetzt wurde. Das Verhaltnis .W:S bleibt das gleiche sowohl da, 
wo 100cem Muskelauszug zu 100 cem 1°,ige Starkelésung zugesetzt 
wurden, als auch da, wo der Muskelauszug vor der Starkezugabe durch 
100 cem bis 2 Liter 0,5°% ige KCl-Lésung verdiinnt wurde und erst 
dann die Starkelésung zugegeben wurde. Durch solche Verdiinnungen 
wird aber die Starkekonzentration sehr stark herabgesetzt. Bei der 
Verdiinnung fallt die Starkekonzentration von 0,5 auf 0,22 bis 0,08 
und 0,045°, (Tabelle V1). 

Tabelle VI. 


EinfluB der Verdiinnung. 





©,» Starke 


Rind Hund 


100cem Auszug + 100cem 1°, ige Starkeldsung 12.6 


100, + 100 , O,8° ige KCl-Lésung 12.1 
iw e + 200 , O8°,ige KCI- " + 100 cem 

100 mA + 400 ., O8°.ige KCl- 1° ,ige 15,5 
100. -,, = + 800 , 08°, ige KCl- P Starke- ~ 
Ww pe +1000 , O8%ige KCl- - losung 11,7 
i. . " + 2000 0,8°%ige KCl- 


Wir erinnern daran, daB in der Tabelle Il gezeigt wurde, daB bei 
Erhaltung des Volumens mit gleichzeitiger Konzentrationsverminderung 
durch Anderung der zugesetzten Starkemenge der Anteil des Poly- 
saccharids im Niederschlag von 28°, bei 0,8°,iger Starkelésung auf 
85% bei 0,05 iger Starkelésung fallt} 
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Wir kénnen also nur einen deskriptiven SchluB ziehen. Wenn d 
Kom ponentenverhaltnisse unverdndert bleiben, iibt die Konzentration d. 
Starke in der Losung (durch Verdiinnen verdndert) keinen EinflupB avi 
das Verhdltnis M:S imPolysaccharoproteid aus. Dies steht im Wid 
spruch mit der Adsorptionsisotherme. Nur weitere Untersuchung: 
werden diese Widerspriiche klaren kénnen. Heute kann schon » 
gewisser Sicherheit behauptet werden, dap die Bindung nicht auf Adsor ptiv) 
beruht, dap vielmehr starke, schwer zersetzbare chemische Verbindung:» 
entstehen, die durch Haupt- oder Nebenvalenzen gebildet werden. 

Weitere Versuche werden zeigen, daB es sich um eine Verbindung 
mit stochiometrischem Verhdltnis der Komponenten handelt. 

9. Diese Behauptung wird durch eine Serie von Versuchen stark 
gestiitzt. Die Verbindung MS erwies sich sehr bestandig, und zwar 
einem groBen py-Bereich. Gleichzeitig beweisen diese Versuche, dati 
die Bindung nicht reversibel ist (Tabelle VII). 


Tabelle VII. 





o des Polysaecharids 


I] Ill 


Polysaccharoproteid der ersten Ausfallung pq 7,3. 23,6 
Nach dem ersten Lisen und Ausfallen ...... 25,0 3, 
a . zweiten , ™ . Rees io eens 27.0 5.4 
dritten , le 24,0 5,7 
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Wenn der aus gereinigtem Myosin und Starke erhaltene Nieder- 
schlag bei py 7,3 (23,6°, Starke) aufs neue nach dem Waschen mit 
Wasser und Zentrifugieren in Natronlauge gelést (pa 9,5 bis 10) und 
die Lésung dann mit HCl auf px 7,3 gebracht wird, enthalt der neu ent- 
standene Niederschlag fast wieder denselhen Starkegehalt, z. B. 25 
Wenn das Auflésen und <Ausfallen wiederholt wird, entstehen Aus 
fallungen mit 24 bis 27°, Starke. In anderen Versuchen fallt der Stark: 
gehalt etwas (z. B. von 17,2 auf 15,4°,. also um 10% des Ausgangs- 
wertes). Die Abweichungen gehen demnach sowohl nach oben als 
auch nach unten. 

Das beschriebene Verhalten weist darauf hin, daB die bet py 9 
his 7 entstandene Verbindung durch das Aufldsen und das neuerlic! 


Ausfillen keiner Anderung unterliegt. Wahrend des ganzen Versuchs 
bleibt sie unzersetzt. Nach dem zweiten Ausfallen bleibt fast keine Spur 


Starke in der Lésung zuriick (Jodprobe und Pfliger). Im Versuch, wo 
Starke in Lésung anwesend war (bei héherem px), war das Verhaltni- 
N : Glucose im Niederschlag und in der Lésung gleich. 

Dies ware aber bei der Reversibilitat WM -— SS MS nicht nw 
bei pu 7, sondern auch bei allen py zwischen 7 und 10 unmédglich, 4 





Sie 4 
ntste 
Tab 
Entfe 
schor 


Musi 
Salzl 
eine 
Myos 
in di 
) od 


uns 


bleib’ 
Meng 
nicht 
diese 
| 
nicht 
Das . 
einsti 
les J 
ist ni 


Uber die Verbindung Myosin—Polysaccharid. IIT. 


bei so geringen Starkemengen in der Lésung die neu entstandene 
Substanz eine ganz andere Konstitution besitzen miiBte (Tabelle I). 

Die erwahnten Versuche zeigen, dap auch im Solzustande Polysaccharo- 

oteide existenzfahig sind. 

Es wurden auch Versuche mit Myosin (100 ccm), das auf px 2,5 bis 3 

bracht wurde und dem dann Starke (l00ccm 1 °,ige Lésung) zugesetzt 
war, ausgefiihrt. Es entstanden Niederschlage, die auf py 5 gebracht 
wurden und die 25 bis 32°, Starke enthielten. Sowohl von der sauren 
ils auch von der alkalischen Seite gelangen wir also zu demselben 
Resultat, und zwar zu einer Bildung von WS, wobei die Komponenten- 
verhaltnisse ziemlich gleich sind. 

Die erhaltenen Resultate, die in unserem Institut energisch weiter 
verfolgt werden, bestatigen die schon seit 8 Jahren von dem einen von 
ins (vw. Przylecki'!) gemachte Annahme einer Existenz von Polysaccharo- 
proteinen auch bei biologischen Verhdltnissen entsprechenden py-Werten. 

Die Verbindung ist im Falle von MuskeleiweiB-Myosin sehr stabil. 
Sie ist nicht heteropolarer Art (1. P. des Myosins liegt bei py 5). Es 
ntsteht eine mehr fiir organische Stoffe charakteristische Verbindungsart 
Tabelle VI). Sie ist in einem groBen py-Bereich bestandig. Auch die 
Entfernung der Salze nach der Entstehung der Verbindung bleibt 
schon ohne EinfluB (gegen heteropolare Bindung). 

Eine solche Verbindung zwischen Myosin und Glykogen im lebenden 
Muskel wird sehr wahrscheinlich gemacht. Sowohl das py (7,3) wie die 
Salzkonzentration 0,6 bis 0,9°, KCl + MgCl, oder CaCl, beweisen 
eine Existenz solcher Komplexe. 

Wenn wir nach Weber- Meyer (1. ce.) annehmen, daB der Muskel 7 bis 8°, 
Myosin und 0,5 bis 1°, Glykogen enthalt und daB das ganze Glykogen 
in der Verbindung enthalten ist, dann sollte das Mvosinoglykogen 
j oder 10°, Glykogen enthalten, was ganz in der Grenze der durch 
ins gefundenen Glykogenanteile liegt. 

Nur ein Moment bleibt unaufgeklart. In allen unseren Versuchen 
bleibt ein groBer Teil des Polysaccharids auch bei geringen zugesetzten 
Mengen in Lésung frei, was mit den Experimenten mit Muskelbrei 
nicht tbereinstimmt. Weitere Versuche, meinen wir, werden auch 
diesen Unterschied erklaren kénnen. 

Das Myogen, ein Albumin, tritt bei py > I. P. mit Polysacchariden 
nicht in Bindung. Das Verhalten des Globulins ist noch nicht analysiert. 
Das Myosin ist die charakteristische Fibrillenkomponente. Es ist in Uber- 
einstimmung mit anderen Versuchen hauptsdchlich fiir die Bindung 
les Muskelglykogens verantwortlich. Das Verhalten des Stromaeiweibes 


ist noch unbekannt. 


1 Biochem. J. 22, 1928; diese Zeitschr. 240, 98, 1931. 
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Da ,,das Myosin als Folge seiner Unléslichkeit in physiologische: 
Salzl6sung im Muskel nur im Gelzustand vorkommt‘'!, so wére dus 
Muskelglykogen im Muskel immobilisiert und somit die strukturelle 


Trennung des Glykogens von der aktiven Amylase erméglicht. 

Es entstehen, wie wir sehen, immer mehr Tatsachen, die uns kla: 
zeigen, dab das Glykogen im Organismus nicht als ein nicht zum Proto- 
plasma gehériges Reservematerial vorliegt. Es ist vielmehr eine Proto- 


plasmakomponente, die stark mit dem BaueiweiB verankert ist. Die Ver- 
bindung bestimmt viele, besonders kolloidale, aber auch, wie wir weiter 
zeigen werden, chemische Eigenschaften des Protoplasmas. 


Zusammenfassung. 

Es wurde die Existenz von Polysaccharomyosinen, und zwar von 
Mvosinodextrin, Myosinoglykogen und Myosinostaérke nachgewiesen. 
Die Verbindungen sind zwischen py 3 bis 10 bestandig und haben 
stéchiometrische Zusammensetzung. Die Konstitution der Verbindung 
M P variierte zwischen M,P, und M,P.,9. Das Verhaltnis hangt ab 
vom pu, der Konzentration der Komponenten und von der Art des 
Polysaccharids. 


1 Stéver, diese Zeitschr. 259, 275, 1933. 
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Uber Oberflichenaktivitat und Léslichkeitsverhiltnisse 
der physiologisch wichtigen Fettsiuren. 


Von 
F. Erédi. 
(Aus dem physiologischen Institut der Pazmany Péter Universitat Budapest.) 


(Eingegangen am 12. Juli 1934.) 


Die freien Fettsauren und ihre Salze, die Seifen, entstehen im Orga- 
nismus wahrend der Fettverdauung durch Einwirkung der Lipase. Da 
aus dem Darm nur wasserlésliche Verbindungen resorbierbar sind, 
miissen die Fettsiuren in wasserlésliche Form iibergefiihrt werden. 

Es ware denkbar, daB diese Léslichkeit durch Verseifung der Fett- 
siuren mit den Alkalien des Darms herbeigefiihrt wiirde; da jedoch Pfliiger 
bereits 1901 auf das Vorkommen von saurer Reaktion im Darm hingewiesen 
hat, ist diese Méglichkeit nicht in Betracht zu ziehen, denn die Seifen wiirden 
so wieder hydrolysiert und die Fettséuren gefallt werden. Dadurch kam die 
altere Beobachtung von Moore und Rockwood (1897) wieder zu Ehren, 
wonach die Galle Fette und Fettséiuren zu lésen vermag. Dies wurde von 
Pfliiger durch die Annahme erklart, daB die Fettsauren mit den Amino- 
gruppen der Gallenséiuren lockere Additionsverbindungen eingehen, die 
auch bei schwach saurer Reaktion léslich sind. Die alteren Untersuchungen 
Pfliigers tiber die Reaktion des Darms wurden von Kostydl, Fenger und 
Schaudt (1924, 1926), die Fettsiure lésende Wirkung der Gallenséiuren von 
Wieland (1916) und Verzdr (1929) bestatigt. Verzdr und Kuthy (1929) 
wiesen nach, daB diese Additionsverbindung Gallensaéure-Fettsaéure bis 
zu px 6,2 stabil und dialysierbar ist und durch die Pankreasfermente nicht 
gespalten wird. Die quantitativen Untersuchungen von Verzadr und Firth 
(1933) zeigten aber, daB die Menge der Gallenséiuren nicht ausreicht, um 
simtliche Fettséuren als Additionsverbindungen zu lésen. Deshalb wurde 
von den genannten Autoren die Lésung der Fettsiuren durch die hydro- 
tropische Wirkung der Gallenséuren erklirt. Die Erscheinung der Hydro- 
tropie besteht nach Newberg (1916) darin, daB die Salze gewisser organischen 
Saéuren andere, allein unlésliche Stoffe in wasserlésliche Form iiberfiihren 
kénnen; die physikalische Seite der Hydrotropie wurde neuerdings von 
Freundlich sowie Lindau (1932) ausfiihrlich behandelt. 

Die am iiberlebenden Froschdarm ausgefiihrten Untersuchungen von 
Farkas und Thanhoffer (1928) zeigen, daB die Fettresorption auch ohne Galle 
zustande kommen kann. In diesem Vorgang haben nach Tangl und Berend 
(1930) die ungesittigten, hauptséchlich die stark ungesittigten Fettsaiuren, 
eine wichtige Rolle, die aus den gesattigten durch Einwirkung des Fett 
dehydrierenden Fermentes (Berend, 1933) — das im Pankreassaft enthalten 
ist entstehen. Angaben iiber die Wirkung der Reaktion des Milieus auf 
die Wasserléslichkeit und Oberflichenaktivitat der héheren Fettsaéuren 
fand ich nur bei Jarisch (1924). Er berichtete, daB bei 18° C Stearinséure 
iiber px 9,1 und Olsaure iiber py 8,6 stabil sind. Die Fettresorption geht 
aber bei 38°C vor sich, dabei haben — wie erwihnt — auch andere von 
Jarisch nicht untersuchte Saéuren eine wichtige Rolle. 


18* 
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Die Fettsdiuren bestehen aus einer die Léslichkeit in Wasse: 
fordernden COOH- und einer dieser Léslichkeit hinderlichen Atom. 
gruppe (Paraffinkette). Sie bilden in Wasser ein aus mehreren Molekiilen 
bestehendes Micell in der Weise, daB die hydrophilen Carboxylgruppen 
nach der Fliissigkeit orientiert sind. Deshalb geben jene Sauren, dic 
eine starkere hydrophile Gruppe haben, kleinere Micellen und stabiler: 
Lésungen. Da durch Einfiihrung von Doppelbindungen die Disso- 
ziationskonstante vergréBert wird, kann erwartet werden, daB_ bei 
gleicher Kohlenstoffzahl die ungesattigten Sauren besser léslich sind 
als die gesattigten. Nach Taube, Schénig und Weber (1927) besteht 
ein Zusammenhang zwischen Oberflichenaktivitat und Léslichkeit. 
wonach die Léslichkeit am gréBten ist, wenn die Oberflachenaktivitat 
ein Minimum hat. 

In meinen Versuchen untersuchte ich die Wirkung der H’-Kon- 
zentration auf die Léslichkeit der im Darm vorkommenden Fettséuren 
bei 38°C. 

Methodik. 

Zur Untersuchung der Léslichkeitsverhaltnisse der Fettsaéuren bei 
verschiedenen H-lonenkonzentrationen benutzte ich eine Pufferreihe von 
pu 1,03 bis 13,06, die nach Sérensen (1912) aus Glykokoll und Phosphat 
lésungen hergestellt war. 

Die Oberflachenspannung maf ich mit Torsionswaagen nach det! 
Ringmethode von Lecomte de Notiy (1926). 

Die untersuchten Fettsauren hatte ich selbst hergestellt. Olsaéure nacl 
Gottlieb (1846), Linolsiure nach Schiiler (1857) und Follett (1909), Linolen 
saure nach Erdmann und Bedford (1909), Arachidonséure nach Hartley (1908) 

Herstellung der Stearinséure: 5g reines Natriumstearat wird fein 
pulverisiert, mit 50 cem 10°%iger H,SO, 15 Minuten lang geschiittelt, dir 
frei gewordene Stearinsdéure dreimal mit je 50 ccm Ather extrahiert und 
dann der Ather abdestilliert. 


Ausftihrung der Versuche. 


Die Puffer erwarmte ich auf 38°C. Die einzelnen Fettsauren léste ich 
mittels NaOH und aus dieser Lésung gab ich in jedes GefaB 1 ecem. Nac} 
1/, Stunde beobachtete ich die Durchsichtigkeit und ma die Oberflachen 
spannung der Lésungen. Die Ergebnisse meiner Versuche sind die folgenden 


Stearinsdure, CygH5,Oo. 


0,100 g Stearinséure léste ich mittels 3,7 cem n/10 NaOH in 50 cen 
dest. Wasser. In jedes Glas fiillte ich 1 cem dieser Lésung, also 2 mg Stearin- 
saure. Dies gab also eine 20 mg-%ige Stearinsaéurelésung. 

In den ersten zwei Réhren wird die Saure vollstandig ausgefallt. Von 
pu 3,34 wurde die Triibung immer kleiner, von py 8,17 zeigten die Réhre: 
nur feine Opaleszenz. Die Oberflachenspannung erreichte ihr Minimun 
bei PH 8,17. 
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Tabelle I. 











Oberfitte - )bertlachen- verflachen- 
PH ie PH ; ae PH pens se tg 
1,03 0,965 6,81 0,756 8,92 0,697 
227 0,965 6,97 0,717 9 36 0,756 
3,34 0,942 7.14 0,717 10,14 0,779 
441 0,924 7,34 0,779 11,06 0,848 
4,97 0,942 7.64 0,808 12,99 0,860 
5,60 0,863 7.86 0.761 13.06 0.884 
6,23 0.802 8.03 0,721 1,000 = Wasser 
6,46 0,802 8,17 0,686 
6,64 0.767 8,57 0,692 


Olsdure. 

Bei dem ersten Versuch léste ich 0,180 g¢ Olsiure mittels 7 cem n/10 
NaOH in 50 cem Wasser. Zu jedem Rohr gab ich 3,6 mg Olsdure, dies gab 
also eine 36 mg-®,ige Lésung. 

Bei dem zweiten Versuch léste ich 0,100 g Olséure in derselben 

5 os 
Wassermenge. Die Réhren enthalten dann 2 mg Olsaéure, was einer 
20 mg-°% igen Lésung entspricht. 


Tabelle Il. 








I. Ober- iI. hence I. Oberflachen- II. Oberflachen- 

Pa quiliee Pos a Pu peaches aoe 
1,03 0,969 0,94 7,64 0,695 0,69 
2,27 0,951 0.93 7,86 0,683 0,66 
3,34 0,939 0,94 8,03 0,683 0,66 
4,41 0,951 0,93 8,17 0,695 0,66 
4,97 0,914 0,91 8,57 0,683 0,66 
5,60 0,902 0,87 8,92 0,683 0,66 
6,23 0,841 0,84 9,36 0,695 0,67 
6,46 0,804 0,80 10,14 0,707 0,69 
6,64 0,798 0,78 11,06 0,756 0,72 
6,81 0,780 0,76 12,09 0,768 0,74 
6,97 0,768 0,73 13,06 0,780 0,72 
7,14 0,756 0,72 1,900 — Wasser 1,00 Wasser 
7,34 0,732 0,70 

Die ersten Réhren waren ganz triib. Von py 4,97 an klart sich die 


Lésung allmahlich. Von py 7,86 zeigten die Réhren nur eine schwache 
Opaleszenz. Das Minimum der Oberflachenspannungbefindet sich bei px 7,86. 


Linolsdure. 
0,100 g Linolsaure wurde mittels 4 cem n/10 NaOH in 50 cem Wasser 
gelést. Die Réhren enthalten 2 mg Linolsaure, also 20 mg-°%%. 
In den ersten vier Réhren waren die Lésungen sehr triib. Von py 5,60 
an klarten sich die Lésungen. Bei pu 7,34 war die Lésung ganz klar. Das 
Minimum der Oberflaichenspannung ist bei px 7,34. 
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Tabelle III. 





Oberflichen- Obertlichen- 9 Obertlichen- 
spannung Pu spannung PH spannung 


1,01 6,81 0,87 8,92 0,83 
1,02 6,97 (0),87 9,36 0.83 
1,02 7,14 0,84 10,14 0,87 
1,03 7,34 0.83 11,96 0,83 
1.01 7,64 0.82 12.09 0.86 
0.98 7,86 0,78 13.06 0,90 
0,93 8,03 0,80 1,00 — Wasser 
0,92 8,17 0,82 
0,89 8,57 0.82 








Linolensdure. 


0,100 g Linolensiure wurde mit 4 ccm n/10 NaOH in 50 cem Wasser 
gelést. Jedes Rohr enthielt 2 mg Linolensdéure, gab also eine 20 mg-%ige 
Lésung. 


Tabelle IV. 





Oberflachen- > Oberflichen- Oberflachen- 
PH spannung PH spannung spannung 


1,03 1,04 6,81 0,89 0,83 
2,27 1,05 6,97 0,88 O85 
3,34 1,04 7,14 0,87 
4,41 1,05 7,34 8 0,89 
4,97 1,04 7,63 R 0.89 
5,60 0.99 7,86 85 0.92 
6,23 0,95 8,03 86 1,00 — Wasser 
6.46 0,95 8,17 
6,64 0,92 8,57 | 0.85 








Die ersten zwei Réhren waren sehr triib, danach wurden die Lésungen 
immer klarer, so daB bei pu 6,97 nur eine leichte Opaleszenz blieb. In 
alkalischem Milieu blieb diese Opaleszenz bestehend. Die Oberflichen 


spannung hat ihr Minimum bei px 6,97 erreicht. wie 
, 10° 


Arachidonsdure. 
0,200 g Arachidonsiure wurde mit 7 cem n/10 NaOH in 25 cem Wasser hin 
gelést. In jedes Rohr gab ich 0,5cem, also 4mg Arachidonséure. Dies m 9 
wurde also eine 40 mg-° ige Lésung. 1m 


Tabelle V. 





Oberflachen- Oberflaichen- Oberflachen- 
spannung spamnung spannung 


0,94 0,92 0,93 
0,94 0,92 0,93 
0,93 i 0,92 0,93 
0,93 0,92 0,94 
0,94 0,92 0,94 
0,95 0,92 0,94 
0.98 0.92 1,00 — Wasser 
0,93 0,92 
0,93 0,93 
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Die ersten drei Réhren waren sehr triib. Bei px 4,4 tritt eine auf- 
fallende Klarung ein, so da®B bei 4,97 die Lésung schon ganz durchsichtig 
war. Die Oberflachenspannung erreicht ihr Minimum bei py 6,64. 


Mischung der Stearin- und Olsdure. 


Die Mischung habe ich so zusammengestellt, dafB das Verhaltnis der 
Ol- und Stearinsiure, wie im Organismus, 10: 4 war, 0,075 g Olséure und 
0,030 g Stearinsiure wurden mit 4cem n/10 NaOH in 50cem Wasser 
velést. In jedes Rohr fiillte ich 1 cem, also 1,5 mg Olséure und 0,6 mg 
Stearinsdure. Es wurden zwei Parallelversuche ausgefiihrt. 


Tabelle VI. 





I. Ober- | IL. Ober- 
Pu fliichen- | flachen- Pu 
Spannung | spannung 


I. Oberflichen- II. Oberflachen- 
spannung spannung 


1,03 1,00 0,94 0.64 0,66 
2,27 1,01 0.91 0,64 0.63 
3,34 1,01 0,91 0,64 0,64 
4.41 0,94 0,91 0,64 0.64 
4,97 0,88 0,87 0,64 0,64 
5,60 86 0.84 9: 0,65 0,65 
6,23 3 0,76 0.66 0.65 
6,46 Wy; 0,74 0,67 0,67 
6,64 7 0,72 0,72 0,69 
6,81 72 0,73 0.73 0,72 
6,97 7 0.70 0,74 0,73 
7,14 Mi 0,69 1,00 = Wasser 1,09 Wasser 
7,34 16 0,67 





Die ersten Réhren waren stark triib, aber nach fortgeschrittener 
Klarung zeigte sich bei py 7,64 nur eine schwache Opaleszenz. Das Minimum 
der Oberflichenspannung begann bei py 7,64. 


Mischung der Stearin-, Ol-, Linol-, Linolen- und Arachidonsdure. 


Die Mischung habe ich in demselben Verhaltnis zusammengestellt, 
wie es im Organismus zu finden ist: 50% Olséure, 30° Stearinsaure, 
10%, Arachidonsaure, 5% Linolséiure, 5°, Linolensaure. 

0,030 g Stearinséiure, 0,050 g Olséure, 0,005 g Linolsiure, 0,005 g 
Linolenséure, 0,010 g¢ Arachidonséure wurden mittels 4ccm n/10 NaOH 
in 50 cem Wasser gelést. In jedes Rohr gab ich 1 cem, also 0,3 mg Stearin-, 
Img Ol-, 0,05 mg Linol-, 0,05 mg Linolen- und 0,1 mg Arachidonsaure. 


Tabelle VII. 





Obertlachen- Oberflachen- Oberflachen- 
Spannung Spannupg Pu spannung 


0,95 0,74 8,92 0.69 
0,93 ) 0.72 9,36 0,70 
0,93 r 0.71 19,14 0.71 
0.91 f 0,69 11,06 0,72 
0,87 f 0,70 12,09 0,74 
0,84 A 0,70 13,06 0,82 
0.81 0,66 1,00 W asser 
0,78 : 0.66 
0.74 8. 0,67 
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Die ersten Réhren waren sehr triib, nach fortgehender Klarung 
wurden die Lésungen aber von py 7,34 ganz klar. Das Oberflaichenspannungs- 
minimum begann bei py 7,34. 


Zusammenfassung. 

Es besteht ein Zusammenhang zwischen Oberflachenaktivitat, 
Léslichkeit und Sattigungsgrad der Fettséuren. Stearinséure und 
Olsiure geben bei Kérpertemperatur nur bei alkalischer Reaktion eine 
stabile L6sung, wahrend die zweifach ungesattigte Linolsaure annahernd 
bei neutraler, die dreifach ungesattigte Linolen- und vierfach ungesattigte 
Arachidonsdure schon bei schwach saurer Reaktion léslich sind. Die 
vermindernde Wirkung auf die Oberflachenaktivitat ist bei der Olsaure am 
starksten, danach folgt Stearin-, Linol-, Linolen- und zuletzt Arachidon- 
siure. Dies zeigt, daB die stark ungesattigten Sauren in Wasser kleinere 
Micellen bilden als die gesattigten, wodurch ihre leichtere Resorbierbar- 
keit erklart wird. Die Anwesenheit der stark ungesattigten Sauren 
erhéht auch die Léslichkeit der schwerer léslichen Fettsauren. 


Literatur. 


Erdmann u. Bedford, Chem. Ber. 42, 1934, 1909. — Farkas u. Than 
hoffer, Magy. Orv. Arch. 1930. — Firth u. Scholl, diese Zeitschr. 257, 150, 
1933. — Gottlieb, Ann. Chem. u. Pharm. 57, 33, 1846. Hartley, J. of Phys. 
36, 17, 1907; 38, 353, 1909. — Jarisch, diese Zeitschr. 134, 163, 1922. 
Kostyal, Magy. Orv. Arch. 27, 286, 1926. — Lindau, Naturwiss. 20, 396, 
1932. Moore, Proc. Roy. Soc. 60, 438, 1897. — Neuberg, diese Zeitschr. 76, 
150, 1916. — Pfliger, Pfliigers Arch. 86, 1, 1901; 88, 299, 431, 1902. — Rolett, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 62, 411, 1909. Sérensen, diese Zeitschr. 21, 17, 
1912. Schiiler, Liebigs Ann. 101, 252, 1857. — Tangl u. Berend, diese 
Zeitschr. 220, 234, 1930; 282, 182, 1931. — Traube-Schénig-Weber, Ber. d. 
Deutsch. chem. Ges. 60, 8, 1808, 1927. Verzdr u. Kuthy, diese Zeitschr. 
205, 367, 1929; 210, 264, 281, 1929. — Wieland u. Sorge, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 87, 1, 1916. 





Die Rolle der Erythrocyten beim Eiweibstotfwechsel. 
I. Mitteilung: 
Die Wanderung des Aminostickstoffs zwischen Erythrocyten und Plasma 
in vitro. 
Von 
B. I. Sbarsky und L. Subkowa (Moskau.) 


(Eingegangen am 13. Juli 1934.) 


Eine Reihe von Autoren konnten im Blut das staéndige Vorhanden- 
sein von Aminosauren nachweisen, deren Menge nach der Aufnahme 
von eiweiBhaltiger Nahrung betrachtlich zunimmt. Es sei hier nur 
auf die Arbeiten von van Slyke (1), Costantino (2), London (3), Bock (4) 
u.a. hingewiesen. 

In der Norm halt sich der Aminosaéurengehalt des Blutes auf einem 
ziemlich gleichmaBigen Niveau. Im Blute von Saugetieren findet man je 
nach der Tierart und der Bestimmungsmethode Werte, die zwischen 4 und 
19 mg-°, Amino-N liegen. Im Blut des niichternen Menschen fand man 
Werte von 6 bis 8mg-%, bei Tieren mit kernhaltigen Blutkérperchen 
(Tauben, Enten, Hiihner) Werte, die zwei- bis dreimal héher liegen als bei den 
Saugetieren. 


Was die Verteilung der Aminosduren des Blutes zwischen roten 


Blutkérperchen und Plasma betrifft, so hat Costantino (5) als erster 
darauf hingewiesen, dab die Erythrocyten stets mehr Aminosauren 
enthalten als das umgebende Plasma. Dies wurde spater auch durch 
andere Autoren bestatigt. 


Bock fand im Blute des Rindes 2,20 mg-% im Plasma und 4,79 mg-% 
in den Blutkérperchen. Folin und Berglund bestimmten als Mittelwerte 
fiir menschliches Blut 5,3 mg-% im Plasma und 8,2 mg-% in den Erythro- 
cyten; Sbarsky stellte fest, daB die Konzentration des Aminostickstoffs 
in den Erythrocyten etwa zweimal so hoch ist (140 bis 160) als im Plasma 
(60 bis 80). 

Costantino erklarte diese Erscheinung dadurch, da die Erythrocyten 
fiir Aminoséuren ,,permeabel** seien. Eingehend untersucht wurde diese 
Frage durch Sbarsky, der zusammen mit Muchamedow (6), Muichlin (7) 
und Subkowa (8) feststellen konnte, daf die Erythrocyten des Blutes die 
Fahigkeit besitzen, in vitro wie in vivo EiweiBabbauprodukte und haupt- 
sichlich Aminoséuren zu adsorbieren. 

In der Literatur liegen noch einige Arbeiten vor, die dem Studium 
dieser Erscheinung gewidmet sind. So kamen Abderhalden und Kiirten (9) 
zu dem SchluB, daB die Adsorption nach der Freundlich schen Kurve ver- 
lauft. Ahnliche Resultate wurden von Hdusler (10) und Kultjugin (11) 
erhalten. Wir kénnen es demnach als gesichert betrachten, daB unsere 
Annahme iiber den Adsorptionscharakter der Bindung von Aminoséuren 
durch die Erythrocyten bestatigt worden ist. Die Konzentration der Amino- 
séuren in den Erythrocyten ist also im normalen Organismus stets héher 
als in dem umgebenden Plasma. 
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Bereits Costantino stellte sich die Frage, ob diese Anhaufung von 
Aminoséuren in den Erythrocyten eine Folge ihres Eigenstoffwechsels sei 
oder ob sie eine Bedeutung fiir den EiweiBstoffwechsel des Organismus al 
Ganzes besitze. Ohne die Frage einer experimentellen Priifung zu unter 
ziehen, auBert er sich im Sinne der letzteren Annahme. 

Aus den Arbeiten von Sbarsky ist auch bekannt, daB die Erythro- 
cyten die adsorbierten Aminosaéuren leicht in unveranderter Form 
wieder abgeben (13). Auf Grund dieser Arbeit und der Angaben de: 
Literatur ist Sbarsky zu dem SchluB gekommen, daB diese Eigen- 
schaften der Erythrocyten von wichtiger physiologischer Bedeutung 
sind. Seine Hypothese gestattet, die von ihm festgestellte Adsorption 
der Aminosauren durch Erythrocyten, als eine Beteiligung der Erythro- 
cvten am intermediaren EiweiBstoffwechsel aufzufassen. Die Grundziige 
dieser Hypothese sind folgende: 

Die Aminosiuren des NahrungseiweiBes, die durch die Darm- 
kapillaren ins Blutplasma gelangen, werden zu einem betrachtlichen 
Teil durch die Erythrocyten adsorbiert. Dies ist der Grund, warum die 
Konzentration der Aminosaéuren in den Erythrocyten héher ist als im 
Plasma. Diese im Verhaltnis zum Plasma erhéhte Aminoséiurenkonzen- 
tration in den Erythrocyten bleibt in allen Teilen der Blutbahn bestehen. 
Die Versorgung der Gewebe mit Aminosauren erfolgt durch Diffusion 
von solehen aus dem Plasma durch die Kapillarenwand. Je nach der 
Verarmung des Plasmas an Aminosiéuren treten diese aus den Erythro- 
cyten ins Plasma iiber und stellen den Aminosdurengehalt des Plasmas 
wieder her. 

Die Erythrocyten sind, laut dieser Hypothese, sozusagen beweglich: 
Versorger des umgebenden Plasmas mit Aminosduren. Dadurch wird eine 
mehr oder weniger konstante Konzentration der Aminosauren im 
Plasma aufrecht erhalten. 

‘Diese Hypothese wurde von uns durch Versuche in vitro nachgepriuft. 
Um diese Versuche méglichst nahe den physiologischen Verhaltnissen 
zu halten, wurde folgendermaBen verfahren: 

Kine bestimmte Blutportion wurde zentrifugiert und nur ein Teil 
des Plasmas abpipettiert, so daB die Erythrocyten intakt blieben. Um 
zu ermitteln, ob ein Ubergang von Aminosaéuren von den Erythrocyten 
zum Plasma und umgekehrt erfolgt, ersetzten wir das abgehobene Plasma 
durch eine gleiche Menge von Plasma, welches an Aminosduren reicher 
oder drmer war. Dies wurde nicht durch Zusatz von einzelnen Amino- 
siuren zum Plasma erzielt, sondern durch Ersatz des entnommenen 
Plasmas durch ein anderes, das aus dem Blut eines hungernden Hundes 
oder eines Hundes wihrend des Héhepunktes der Verdauung gewonnen 


war. Derartiges Plasma enthielt die natiirlichen, aus dem Darm resor- 
bierten EiweiBabbauprodukte. Fir die Erythrocyten wurden auf diese 
Weise ziemlich physiologische Bedingungen geschaffen. 
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Die Versuche wurden auf folgende Weise ausgefiihrt: ein Teil det 
Hunde hungerte vollstandig, indem sie 3 bis 6 Tage nur Wasser erhielten. 
Zu diesem Zeitpunkt erreichte der Gehalt des Blutes der Hunde an Amino- 
tickstoff ein gewisses Minimum, im Mittel 7,5 mg-°,. Eine andere Serie 
von Hunden wurde wahrend derselben Zeit mit reichlicher EiweiBnahrung 
getiittert und bekam vor der Slutentnahme eine groBe Portion Fleisch 
es wurde mehr als | kg verfiittert). Bei diesen Hunden erreichte der Amino- 
N-Gehalt des Blutes im Mittel 10,5 mg-°,4. Dann wurde in jedem Versuch 
Blut von einem hungrigen und einem satten Hunde aus der V. jugularis 
oder durch Fisteln aus der V. portae entnommen. In einzelnen Portionen 
von diesem und jenem Blute wurden (nach der Methode von Folin) Be- 
stimmungen des Aminostickstoffs im Vollblute sowie im Plasma ausgefiihrt. 
Dann wurden gleiche Mengen (etwa 20 cem) von Blut des hungernden und 
des satten Hundes zentrifugiert und eine bestimmte Menge von Plasma 
(6 bis 8cem) sowohl aus dem Blut des hungernden wie aus dem des satten 
Tieres abpipettiert. Diese Plasmen wurden sofort wieder zu den Erythrocyten 
zugegeben aber so, daB zu den ,,hungernden*: Erythrocyten ,,sattes‘* Plasma, 
zu den ,,satten’’ Erythrocyten Plasma der hungernden Hunde zugesetzt 
wurde. Da die Erythrocyten der satten Tiere und das zugehérige Plasma 
reicher an Aminoséuren sind als die Erythrocyten und das Plasma der 
hungernden Hunde, so brachten wir bei dem Wechsel die Erythrocyten 
mit Plasma in Beriihrung, welches in einem Falle mehr, im anderen weniger 
Aminoséuren enthielt als das die Blutkérperchen vor dem Austausch um- 
gebende Plasma. Bei dieser Versuchsanordnung blieben die Erythrocyten 
intakt und im Plasma lag das normale physiologische Aminoséurengemisch 
vor. Nach dem Plasmaaustausch wurde das Blut durch Schiitteln vermischt 
und 15 bis 20 Minuten lang im Thermostaten oder bei Zimmertemperatur 
ssehengelassen. Nach dem Austausch wurde von neuem der Aminostickstoff 
in den einzelnen Blutportionen bestimmt; das Erythrocytenvolumen wurde 
im Haématokriten ermittelt. Auf Grund dieser Ergebnisse wurde die Amino- 
stickstoffkonzentration in den Erythrocyten und im Plasma vor und nach 
dem Plasmaaustausch brechnet. 

Nachstehend werden als Beispiel die Protokolle einiger Versuche 
mitgeteilt. 

Versuch 1. Ein Hund hungerte 4 Tage lang (erhielt nur Wasser), der 
andere bekam eine eiweiBreiche Nahrung und fraB 5 Stunden vor der Blut- 
entnahme 1 kg Fleisch. Das Blut wurde aus der V. jugularis entnommen. 
Es wurden je 20 cem Blut zentrifugiert und je 8 cem Plasma ausgetauscht. 
Nach dem Plasmaaustausch wurden die Proben durch Schiitteln gut ver- 
mischt und 30 Minuten im Thermostaten bei 37° C stehengelassen. 

Die Resultate der Blutanalysen vor und nach dem Plasmaaustausch 
sind in Tabelle I angefiihrt. 


Oo 


Tabelle I. Amino-N-Gehalt in mg-%%. 





Hund Jimmy (satt) Hund Jack (hungrig) 





Ery- Konzentration 
thro- Plasma ————— " thro- | Plasma |-——————— 


eyten Erythrocyten Plasma blut cyten Erythrocyten Plasma 


Voll- | Ery- Konzentration wan 


blut 


10,8 6,75 4,05 159 70 7,9 | 4,72 | 3,18 118 53 
»Satte* Erythrocyten + ,hungriges“ ~Hungrige* Erythrocyten + ,sattes* 
Plasma Plasma 


96 5,84 | 4,26 123 73 9.6 58 3,8 139 65 
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Versuch 5. Dauer der Hungerperiode 6 Tage. Die Proben_ blieben 
10 Minuten im Thermostaten bei 37°, dann 20 Minuten bei Zimmertemperatu: 
stehen. Im tbrigen wie Versuch 1, Resultate in Tabelle LI. 
Tabelle II. 


Amino-N-Gehalt in mg-%. 





Hund Scharik (satt) Hund Ralph (hungrig) 
Ery- Konzentration ; Ery- Konzentration 
thro- Plasma ae) CREE hro- | Plasma ————— 
eyten Erythrocyten Plasma eyten Erythrocyten Plasn 


Voll- 
blut 


10,6 | 5,29 | 5,31 129 9) 3,79 | 3,59 92 60 

.Satte* Erythrocyten + ,hungriges“ »Hungrige* Erythrocyten + ,sattes“ 
Plasma Plasma 

8.64 | 4,08 4,56 95 80 | 9,46 4,68 4,78 109 84 


Versuch 5. Hunde mit Fisteln an den Pfortadern. Hungerzeit 3 Tage. 
Der satte Hund fraB8 vor der Blutentnahme 1200 g¢g Fleisch. Die Resultate 
sind in Tabelle III. 


Tabelle III. 


Amino-N-Gehalt in mg-%. 





Hund Ryshi (satt) Hund Pjostry (hungrig) 


Konzentration voll-| Ety- Konzentration 


vol- | oe 
hint {RAED | SORINOR oem a | SOkOn eee 
eyten Erythroeyten Plasma cyten Erythroeyten Plasma 
10,6 | 6,89 | 4,21 166 68 | 7,6 | 4,62 | 2,98 107 52 
,Satte“ Erythrocyten + ,hungriges“ »Hungrige* Erythrocyten + ,sattes* 
Plasma Plasma 


9,21 | 5,59 | 3,62 146 59 | 9,99 | 6,03 | 3,96 140 69 


Vor allem ist zu bemerken, daB8 der Gehalt an Aminostickstoff im Blute 
der hungernden Hunde stets niedriger ist (Mittelwert 7,5 mg-%,) als im 
Blute der normalen, satten Hunde (Mittelwert 10,6 mg-%).  Stets aber 
ist bei normalen wie bei hungernden Hunden die Konzentration des Amino- 
stickstoffs in den Erythrocyten héher als in dem sie umgebenden Plasma. 
Nach Ersatz des Plasmas von ,,sattem‘' Blut durch Plasma aus dem Blute 
eines hungernden Tieres, welches weniger Aminostickstoff enthalt, erfolgt 
die Abgabe einer gewissen Menge von Aminosaéuren durch die Erythrocyten 
an das Plasma. Die Konzentration des Aminostickstoffs in den Erythrocyten 
erfahrt dabei eine Abnahme, diejenige in Plasma eine entsprechende 
Zunahme. So war in Versuch | die Menge des Aminostickstoffs in den 
Erythrocyten des satten Blutes vor dem Plasmaaustausch 6,75 mg-°,, 
die Konzentration bzw. 159, nach dem Austausch des Plasmas sank de! 
Gehalt an Aminostickstoff auf 5,34 mg-®% und die Konzentration bzw. 
auf 123. Umgekehrt sind die Verhaltnisse beim Blute des hungernden 
Hundes. Hier erhielten die ,,hungrigen‘‘ Erythrocyten aus ,,sattem** Blute 
entnommenes Plasma mit reichlicherem Aminosauregehalt als in dem 
jenigen, welches die Erythrocyten zuvor umgab; dabei stieg die Amino-N- 
Konzentration in den Erythrocyten von 118 auf 139 an. 
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Dieselben Erscheinungen sieht man bei den anderen Versuchen, un- 
bhangig davon, ob das Blut der V. jugularis oder der V. portae entnommen 
var und ob die Hunde 3 oder 6 Tage gehungert hatten. 

In allen Versuchen war das Ergebnis stets ein und dasselbe. Die 
roten Blutkérperchen nehmen Aminosauren auf oder geben solche ab, 
ie nachdem, wie sich der Aminosdéuregehalt im umgebenden Plasma 

indert. Es handelt sich dabei nicht um einen einfachen Konzentrations- 


ausgleich zwischen Erythrocyten und Plasma, denn die Erythrocyten 


enthalten stets erheblich gréBere Konzentrationen an Aminostickstoff 
als das Plasma. Wir kénnen folglich durch unsere Versuche, die unter 
annéhernd physiologischen Bedingungen ausgefiihrt wurden, die Vor- 
stellung bestatigen, da Aminoséuren in vitro vom Plasma zu den 
Erythrocyten tbergehen und umgekehrt, je nach der Konzentration 
des Aminostickstoffs im Plasma. 
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Caleium- und Phosphorgehalt 
im Blutplasma der Legehenne wihrend des Hungers'. 
Von 
M. Laskowski. 
(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
in Warschau.) 


(Hingegangen am 16. Juli 1954.) 


Die Untersuchungen von Riddle und seinen Mitarbeitern haben 
erwiesen, daB die Konzentrationen einer ganzen Reihe der Komponenten, 
die normal im Blute der Végel vorkommen, wahrend der Legezeit 
bedeutenden Anderungen unterliegen. Obwohl man der Analyse de 


Hypercalcimie bei den Legehennen in der letzten Zeit viel Aufmerksam- 


keit geschenkt hat, so blieben unsere Kenntnisse beziiglich des Verhaltens 
des Phosphors bis jetzt sehr gering. 

Lawrence und Riddle? bemerkten, daB wahrend der Legezeit der Gehalt 
des Lipoidphosphors sich ungeféhr auf das Zweifache vergr6Bert. Ridd|: 
und Burns? haben an Tauben nachgewiesen, daB in der Praovulations 
periode der Gehalt des Lipoidphosphors im Gesamtblut um 75% seines 
Wertes zunimmt. Nach Laskowski * wachst bei den Legehennen der Gehalt 
des anorganischen Phosphors des Blutplasmas um etwa 30%, was jedoch 
von Bejamin und Hess* nicht beobachtet. wurde. 


Systematische Vergleichsversuche tiber den gesamten Phosphor- 
gehalt des Vogelblutplasmas wahrend verschiedener Fortpflanzungs- 
perioden sind, soweit mir bekannt ist, bis jetzt noch nicht durchgefiihrt. 
Die Erforschung des Erléschens der fiir die Legezeit charakteristischen 
Ca- und P-Konzentrationsveranderungen des Blutplasmas unter dem 

a 
HungereinfluB schien mir nun ebenfalls interessant zu sein. 


Methodik. 


Als Versuchsmaterial wurden die im Institut geziichteten Hennen 
(polnische GriinfiiBler) benutzt. Die hungernden Hiihner wurden in Holz 
kafigen gehalten, wobei die Kafigbéden aus Drahtnetzen hergestellt, trichter 
formig eingebogen und mit langen, schmalen (zwecks Eierentnahme 
Beuteln versehen waren. Wahrend des Hungerns wurde den Hiihnern 
Wasser zur Geniige verabreicht. Die Blutproben wurden aus der Fliige! 


vene entnommen. Den Phosphorgehalt bestimmte ich nach der Methode 


von Briggs® (Modifikation von Martland und Robison’), den Ca-Gehalt 
nach der Methode von de Waard8, 


' Ausgefiihrt mit Unterstiitzung des ,,Fundusz Kultury Narodowej**. 
* Amer. j. of Physiol. 41, 430, 1916. — * Ebenda 81, 711, 1927. — 4 Diese 
Zeitschr. 260, 230, 1933. — °® J. of biol. Chem. 108, 629, 1933. 
6 4. P. Briggs, ebenda 53, 13, 1922. — * M. Martland u. R. Robison. 
Biochem. J. 20, 847, 1926. — § D.J.de Waard, diese Zeitschr. 97, 176, 1919 





Leg 
sch 
due 
hen 
Pro 


keit 
daB 
per) 
Min 
wur 
kon 
ents 
Ca-] 
Mog 
wel 
We 
inte 
in d 
da | 
Bila 
Tat: 
von 
End 
unn 
dies 
Hall 


im | 


Caleium- und Phosphorgehalt im Blutplasma der Legehenne usw. 285 
Ergebnisse. 


Um mich tber die GréBe der Veranderungen des Phosphor- 
gehalts des Plasmas zu orientieren, unternahm ich Versuche, in 


denen ich den gesamten Phosphorgehalt des Plasmas der Lege- 


und Nichtlegehennen bestimmte. In der Tabelle I gebe ich je 
zehn individuelle fiir beide Hennengruppen charakteristische Zahlen 
an, die Durchschnittswerte dagegen berechnete ich aus allen 
Versuchen, welche teilweise fiir andere Zwecke von mir durchgefihrt 
wurden. 


Aus der Tabelle I geht hervor, daB der Phosphorgehalt bei den 
Legehennen einen achtmal héheren Wert erreichen kann und durch- 
schnittlich 3,5mal héher als bei den Nichtlegehennen ist. Die indivi- 
duellen Schwankungen sind hier jedoch groB; besonders bei Lege- 
hennen traten groBe Schwankungen auf, die bis einige Hundert 
Prozent betrugen. 


In der Analyse dieser Erscheinung kénnen drei Erklarungsméglich- 
keiten in Betracht gezogen werden. Man kénnte namlich vermuten, 
daB der Phosphorgehalt sich innerhalb jeder einzelnen Ovulations- 
periode andert. In diesem Falle miiBten wir periodische Maxima und 
Minima, die von der Eibildungszeit abhangig sind, erhalten. (Graphisch 
wurde das der Kontraktionskurve eines sich in unvollkommener Tetanus- 
kontraktion befindenden Muskels entsprechen.) Diese Anschauungsweise 
entspricht der Meinung von Macowan!', die die periodischen maximalen 
Ca-Konzentrationen im Serum der Hennen beobachtete. Eine zweite 
Méglichkeit bestiinde in der Annahme von langeren Perioden, wahrend 
welcher mehrere Ovulationen stattfinden méchten, wobei die gréBten 
Werte des Phosphorgehalts im Plasma nur in der Zeit der héchst 
intensiven Kierproduktion zu erwarten waren. Diese Annahme mag 
in den Versuchen von Russel und Mac Donald? eine Bestatigung finden, 
da diese Autoren eine gréBere Phosphoraussscheidung bei negativer 
Bilanz in der Zeit der gréBten Kierproduktion feststellten; auch die 
Tatsache, daB ich héheren Zahlen als 0,5 mg P pro cem nur in der Zeit 
von Februar bis August begegnete, kénnte diese Annahme bestiatigen. 
Endlich kénnte man annehmen, daB der Ca- und P-Gehalt im Plasma 
unmittelbar von der Nahrungszufuhr abhangig ist. Als Bestatigung 
dieser Vermutung kann man die Ergebnisse Buckners, Martins und 
Halls® anfiihren, die einen groBen Unterschied in der Ca-Konzentration 
im Blute aus Vena und Arteria mesenterica bei Legehennen festgestellt 


1 Quart. J. exper. Physiol. 21, 383, 1932. — * J. of biol. Chem. S4, 
463, 1929. — * Amer. J. of Physiol. 93, 86, 1930. 
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haben, wahrend bei den Nichtlegehennen keine Unterschiede  vor- 
kommen }, 

Die Versuche, die in der Tabelle IT zusammengestellt sind, fiihrte 
ich auf folgende Weise aus: nachdem die Hennen einem 12- bis 1S8stiindi- 
gen Hungern unterworfen waren, wurde ihnen eine Blutprobe ent- 
nommen; dann habe ich sie mit P- und Ca-reicher Kost aufgefiittert ; 
6 Stunden nach dieser Fitterung wurde ihnen eine neue Blutprobe 
entnommen. Wie aus der Tabelle IT hervorgeht, sind die Schwankungen 
zwischen Ca- und P-Gehalt vor und nach dem Fiittern verhaltnismaBig 
klein, wobei sie keine gleiche Richtung aufweisen. Als Kontrolle machte 
ich analoge Versuche mit Nichtlegehennen, bei denen Schwankungen 
derselben Art festgestellt wurden. 

In den nachsten Versuchen unterwarf ich die Legehennen einem 
lingeren Hungern (bis 6 Tage). Aus den Zahlen der Tabelle III geht 
hervor, daB die Hennen Nr. 383 und 81 trotz zwei- und viertagigem 
Hungern den hohen Ca- und P-Gehalt im Plasma behielten (s. Durch- 
schnittswerte Tabelle I) und die Eierleistung nicht unterbrachen. Bei 
den tbrigen Hennen, Nr. 394, 422, 80, 333, die vier- bis sechstagigem 
Hungern unterworfen waren, wurde die Eierleistung fiir mehrere Tage 
unterbrochen und der Ca- und P-Gehalt bis zu dem fiir Nichtlegehennen 
charakteristischen Wert vermindert. Bei den ersten drei Hennen, wie 
bei den Hennen der Tabelle II, sind keine eigentlichen Differenzen 
zwischen der Ca- und P-Konzentration vor und nach dem Fiittern 
eingetreten. Die Ubereinstimmung der mit derselben Legehenne nach 
6 Stunden erhaltenen Zahlen spricht meiner Meinung nach auch gegen 
die Méglichkeit groBer Einfliisse der einzelnen Ovulationen. (6 Stunden 
machen etwa !/, Periode der Eibildung aus.) 

Endlich habe ich noch Versuche ausgefiihrt, in welchen ich aus 
derselben Henne Blutproben im Laufe des viertaégigen Hungerns tiglich 
entnahm. Umden Einflu8 der Blutentziehung zu verringern, beschrankte 
ich die Quantitat jeder entnommenen Blutmenge auf 3,5 bis 4ecm. Die 
Ergebnisse dieser Versuche sind in der Tabelle [V zusammengestellt. Bei 
der Henne Nr. 80 tritt die Tendenz der Verringerung sowohl des Ca- 
wie auch des P-Gehalts schon vom ersten Hungertage ein, trotz der 


! Die hier angefiihrten drei Méglichkeiten erschépfen selbst verstandlich 
alle Aufklarungsméglichkeiten dieses Problems nicht. Charles und Hogben 
(Quart. J. exper. Physiol. 23, 343, 1933) meinen, daB der Ca-Gehalt im 
Plasma der Legehenne eine Resultante der Ausscheidungsgeschwindigkeit 
des Ca in die Eierschale von einer Seite und der Mobilisationsgeschwindigkeit 
des Ca aus den Geweben von der zweiten darstellt. Auf diese Weise erklaren 
diese Forscher die Falle des geringen Ca-Gehalts im Plasma der Legehenne 
in der Zeit der Entstehung der Eierschale. In meinen Versuchen begegnete 
ich jedoch keinen ahnlichen Fallen. 


Biochemische Zeitschrift Band 273. 19 
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Kiablage am zweiten Hungertage. Am vierten Tage stellte ich dagegen 
ine VergréBerung der P-Konzentration fest, obwohl die Henne die 
Kierleistung fiir 10 Tage unterbrach. Im Laufe zweier Tage nach dem 
Unterbrechen des Hungerns folgt eine weitere Abnahme des Ca und P. 
Wahrend der drei ersten Tage zeigt die Henne Nr. 81 keine Ver- 
minderung des Ca- und P-Gehalts; im Gegenteil zeigt sie am dritten 
Tage trotz der Nahrungsentnahme eine deutliche Erhéhung des 
Phosphorgehalts, die dem héchsten in der Tabellel angefiihrten Wert 
entspricht. Am vierten Tage nimmt der P-Gehalt ab und erhéht sich 
wieder 2 Tage nach der Hungerunterbrechung. Die Kontrollgluck- 
henne Nr. 422 zeigt nur geringe Schwankungen der beiden untersuchten 
Bestandteile. 


Dieser Versuch zeigt, daB bei viertagigem Hungern eine Tendenz 
zur Abnahme des Ca- und P-Gehalts in dem Blutplasma vorkommt, 
und zwar sogar dann, wenn die Eierleistung nicht unterbrochen wird. 
Aus diesem Versuch geht gleichfalls hervor, daB zwischen dem Ca- und 
P-Gehalt keine Korrelation vorhanden ist. Bei der Henne Nr. 80 vom 
7. auf 8. Juli trat eine Herabsetzung des Ca und eine Steigerung des 
Phosphors vor. Eine ahnliche Erscheinung sehen wir bei der Henne 
Nr. 81 vom 8. auf 10. Juli auftreten. Im Falle der Legeunterbrechung 
nehmen die beiden Bestandteile jedoch fast gleichzeitig ab (vielleicht 
ist der P-Abfall etwas verspétet im Vergleich mit dem Abfall des 
Calciums). Die Herabsetzung des P verlauft unregelmaBiger als die 
des Calciums. 


Indem wir die oben erwahnten Méglichkeiten der groBen Verander- 
lichkeiten des Phosphorniveaus im Plasma der Legehenne ins Auge 
fassen, kénnen, wir ohne weiteres die Méglichkeit der unmittelbaren 
Futtereinfliisse verneinen. Was die iibrigen Méglichkeiten betrifft, 
so kénnen wir nur feststellen, daf die einzelne Ovulation keinen be- 


deutenden EinfluB8 auf den Phosphorgehalt im Hennenblutplasma 
austibt. 


Es ware noch interessant festzustellen, auf Kosten welcher Ver- 
bindungen der gesamte Phosphorgehalt im Plasma wachst. Aus meinen 
vorigen Versuchen geht hervor, da der Gehalt an anorganischem 
Phosphor nur ganz gering zunimmt. Aus der Tabelle III sehen wir, 
daB es auch nicht die Phosphorséureester sein kénnen, da die letzteren 
im Hennenblutplasma in Mengen auftreten, die ganzlich in den Grenzen 
des Fehlers der Methode liegen. Versuche iiber die Veranderungen 
verschiedener Phosphorverbindungen sind im Gange. Auf Grund der 
angegebenen Zahlen kann man nur feststellen, daB wahrend der Legezeit 
vor allem die Konzentration der durch Trichloressigsaure ausfallbaren 
Phosphorverbindungen zunimmt 


19* 








M. Laskowski. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Der gesamte Phosphorgehalt im Blutplasma der Legehenne: 
wichst durchschnittlich 3,5mal im Vergleich mit dem der nichtlegender, 
Hennen. Dieses Anwachsen entsteht vor allem auf Kosten der mit 
Trichloressigsiure ausfallbaren Phosphorverbindungen. 

2. 6 Stunden nach reichem <Auffiittern mit einer Kost, die di: 
untersuchten Komponenten in groBer Menge enthielt, wurde im Plasma 
der vorher hungernden Végel kein Anwachsen des Ca- und P-Gehaltes 
festgestellt. 


3. Das kurzdauernde Hungern (2 bis 4 Tage) unterbricht die Eie1 
fo) 


leistung nicht, wobei das Phosphor- und Calciumniveau im Plasma den 
fiir die Legehennen charakteristischen Werten entspricht. 


4. Das lingere Hungern (4 bis 6 Tage) verursacht die Unter 
brechung der Eierleistung fiir mehrere Tage, wobei sich die P- und 
Ca-Konzentration im Plasma vermindert und bis zu den fiir die Nicht- 
legehennen charakteristischen Werten absinkt. 

5. Zwischen dem Ca- und P-Gehalt im Plasma tritt keine Korre- 
lation auf, obwohl bei dem Ausléschen der Eierleistung das Nicht- 
legehennenniveau fiir Ca und P fast zu gleicher Zeit erreicht wird. 





Uber die Inaktivierung des Kallikreins. 


Zweite Mitteilung?. 
Von 
E. Werle. 
(Aus der Chirurgischen Klinik der Medizinischen Akademie Diisseldorf.) 
(Eingegangen am 19. Juli 1934.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die pharmakologische Wirkung des Kreislaufhormons Kallikrein 
wird durch Zusatz von Blut oder Serum aufgehoben. Dabei wird der 
Kreislaufstoff nicht zerstért, sondern er verbindet sich mit einer be- 
stimmten Substanz des Serums. Durch Behandlung der Reaktions- 
lésung z. B. mit Salzsdéure kann das inaktivierte Kallikrein wieder in 
Freiheit gesetzt, die Bindung mit dem Inaktivator gelést werden?. Die 
Inaktivierungsreaktion besitzt ein groBes Interesse, denn nach den 
Untersuchungen von Frey, Kraut und Mitarbeitern ist sie maBgebend 
beteiligt an den Vorgingen, welche fiir die Blutverteilung und Blut- 
bewegung im Organismus verantwortlich sind. Die auBerordentliche 
Empfindlichkeit des Inaktivators hat das Studium der Inaktivierungs- 
reaktion und des Inaktivators selbst sehr erschwert. Die Schwierig- 
keiten schienen mit einem Male behoben, als es gelang, den Inaktivator 
des Kallikreins in hoher Konzentration und in verhaltnismabig reiner 
Form aus gewissen Driisen von Wiederkaéuern zu isolieren. Der Inakti- 
vator der Driisenextrakte erwies sich namlich als bedeutend stabiler 
als der des Serums. Augenfallige Unterschiede im Verhalten des Serum- 
und des Driiseninaktivators konnten zum Teil auf den EinfluB der 
begleitenden Serumproteine zurickgefiihrt werden. Es schien uns 
deshalb erlaubt, den Vorgang der Kallikreininaktivierung mit Hilfe des 
Driiseninaktivators zu studieren. 


Als wichtigstes Ergebnis wurde dabei gefunden, daB die Inakti- 
vierungsreaktion nur im schwach alkalischen Medium zu Ende geht, 
und da®B zur Inaktivierung einer bestimmten Kallikreinmenge um so 
mehr Inaktivator benétigt wird, je weiter man sich vom Neutralpunkt 
aus in das saure Gebiet entfernt. Einige orientierende Versuche fiir die 
Inaktivierung durch Seruminaktivator hatten ahnliche Ergebnisse®. 


1 Erste Mitteilung: H. Kraut, E.K.Frey u. E. Werle, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 192, 1, 1930. —?H. Kraut, E. K. Frey u. B. Bauer, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 175, 97, 1928. 3 H. Kraut, E.K. Frey u. E. Werle, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 192, 1, 19380. 








292 E. Werle: 


Es hat sich indessen als notwendig erwiesen, die Eigenschaften des 
Seruminaktivators und die GesetzmaBigkeiten der Kallikreininakti 
vierung im Blut eingehender zu untersuchen, da inzwischen der Beweis 
dafiir erbracht wurde, daB die beiden Inaktivatoren  verschieden 
Substanzen darstellen!. 

Fiir das Studium der Inaktivierungsreaktion und der Eigenschaften 
des Inaktivators verwenden wir meist Serum, weil dieses die Testtier 
viel weniger vergiftet wie das defibrinierte Gesamtblut. Gleiche Volu 
mina von Blut oder Serum vermégen unter den gleichen Bedingungen 
dieselbe Anzahl Kallikreineinheiten (KE.) zu inaktivieren. Demnac} 
sollte man annehmen diirfen, daB der Inaktivator gleichmaBig tibe: 
Serum und Blutkérpercheninhalt verteilt ist. | Uberraschenderweise 
ergab sich jedoch, daB rote Blutkérperchen, die durch Zentrifugieren 
defibrinierten Blutes und Waschen mit physiologischer Kochsalzlésung 
erhalten wurden, keine inaktivierende Fahigkeit aufweisen, auch dann 
nicht, wenn sie nach Hamolyse oder ohne vorangehendes Waschen mit 
Kallikreinl6sungen versetzt werden. Zwar wird in letzterem Falle eine 
geringe Menge zugesetzten Kallikreins inaktiviert, doch ist dies woh! 
den letzten Resten Serums zuzuschreiben, die durch das Zentrifugieren 
und Abhebern nicht entfernt werden kénnen. Die roten Blutkérperchen 
nehmen 30 bis 49°, des Blutvolumens ein. Demnach miibte die In- 
aktivierungsfahigkeit gleicher Volumina von Blut sehr merklich hinter 
derjenigen der Seren zuriickstehen. Dies ist jedoch meist nicht der 
Fall. Fiir diesen Widerspruch lieB sich bisher keine Erklaérung finden. 

Der Inaktivator vermag also die Blutkérperchenwand nicht zu 
durechdringen. Diese Feststellung steht im Einklang mit seinem Ver- 
halten bei der Dialyse durch pflanzliche oder tierische Membranen 
Dialysiert man Menschen- oder Tierserum gegen stehende Puffer- 
lésung von etwa py 7,3 24 Stunden, so ist bei Verwendung von Cello- 
phan, Pergament oder Fischblasen in der AuBenflissigkeit sehr wenig 
oder gar kein Inaktivator nachweisbar.  Ultrafilter, z. B. Eisessig- 
Kollodiumfilter, halten den Inaktivator vollkommen zuriick. Nach 
Schadigung der Kapillarendothelien vermag der Inaktivator die Gefab- 


wand zu passieren. Man findet ihn deshalb in manchen pathologischen 
Korperfliissigkeiten, wie z. B. in Leberascites, wahrend normale Korper- 
fliissigkeiten wie Kammerwasser oder Liquor cerebrospinalis wenig 


oder gar keinen Inaktivator enthalten. 
Schon bei Auffindung der Inaktivierungsreaktion durch H. Kraut, 
E. K. Frey und E. Bauer? wurde dieselbe als eine Zeitreaktion erkannt 


' H. Kraut, E. K. Frey u. E. Werle, Zeitschr. f. physiol. Chem. 222, 
73, 19838. — * H. Kraut, E. K. Frey u. E. Bauer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
175, 97, 1928. 
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('m die Inaktivierungsfahigkeit einer Serum- oder Blutprobe zu_be- 
stimmen, wurden steigende Mengen unverdnderten Serums mit gleich- 
bleibenden Kallikreinmengen versetzt. Als Inaktivierungsfahigkeit 
wurde diejenige Serummenge bezeichnet, die nach einstiindigem Stehen 
bei Zimmertemperatur 1 KE. eben voéllig zu inaktivieren vermochte. 
Unter diesen Bedingungen tiberragt die Inaktivierungsfahigkeit des 
menschlichen Serums die des Rinder-, Hunde-, Pferde- und Schweine- 
serums, deren Inaktivierungsvermégen etwa in der angegebenen Reihen- 
folge abnimmt. 


Die nahere Untersuchung der Inaktivierungsreaktion bezieht sich 
zunachst auf die Beeinflussung ihres zeitlichen Verlaufs durch die 
angewandte Versuchstemperatur sowie besonders auf ihre Abhangigkeit 
von der Wasserstoffionenkonzentration der Versuchslésung. Die 
Geschwindigkeit der Inaktivierung ist bei Kérpertemperatur sehr viel 
héher als bei Zimmertemperatur, 10 oder 0°. Wahrend eine, das 
Inaktivierungsvermégen von menschlichem Serum eben sattigende 
Kallikreinmenge bei 37° nach 60 Minuten zu 100° wirkungslos war, 
waren davon bei 10° in derselben Zeit erst 40°, inaktiviert. Bei 0° 
ist nach 24 Stunden die Inaktivierung noch sehr unvollstandig. Je 
nach der AuBentemperatur liegt also nach der gegebenen Versuchszeit 
von 1 Stunde die Inaktivierungsfaihigkeit héher oder niedriger. Bei 
Zimmertemperatur inaktiviert z. B. 1 cem frisches menschliches Serum 
durchschnittlich 4 bis 5 KE., bei 37° jedoch 5 bis 8 KE. innerhalb 
60 Minuten. Von besonderem Interesse ist es nun zu wissen, mit welcher 
Geschwindigkeit kleine Kallikreinmengen inaktiviert werden, z. B. die 
zu therapeutischen Zwecken meist angewandten 2 KE., ferner wie sich 
die Inaktivierungsgeschwindigkeit mit steigenden Serummengen in 
steigendem Reaktionsvolumen aindert: Vermag das Blut des gesamten 
Organismus, mit welchem z. B. 2 KE. bei der intravenésen Injektion 
gemischt werden, schneller zu inaktivieren als die zur volligen In- 
aktivierung eben ausreichende Menge von 0,5 cem Serum? Die Unter- 
suchung dieser Frage hat ergeben, dab bei 37° 1 cem frisches Menschen- 
serum 1 KE. in 1,5 Minuten fast véllig inaktiviert. Lat man nun auf 
dieselbe Kallikreinmenge die 4-, 8- oder 16fache Serummenge ein- 
wirken, so wird die Zeit, die zur Inaktivierung notwendig ist, deutlich 
vergroBert. 


Nach diesen Versuchen sind also die begrenzenden Faktoren fiir 
das AusmaB der Kreislaufwirkung des injizierten Kallikreins die Ge- 
schwindigkeit der Inaktivierung einerseits und die Injektionsgeschwindig- 
keit andererseits. Es ist also wahrscheinlich, daB immer nur ein Bruchteil 
des injizierten Kallikreins zur Wirkung gelangt, der um so geringer ist, 
je langsamer die Injektion erfolgt. Es ist namlich von H. Kraut, 
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k. K. Frey und E. Bauer gezeigt worden, daB die Inaktivierung nicht 
nur im Reagensglas, sondern auch in der Blutbahn stattfindet! und also 
die Inaktivierungsfahigkeit des Blutes nicht erst durch seine Veraénderuny 
auBerhalb der Blutbahn erworben ist. DaB fiir das rasche Abklingen 
der Kreislaufwirkung des Kallikreins die groBe Inaktivierungsgeschwin 
digkeit verantwortlich zu machen ist, ist wahrscheinlich, kann abe: 
nicht mit Sicherheit entschieden werden. 

Beim Acetyleholin wird fiir die fliichtige Wirkung die auBerst rasche 
Spaltung des Esters in Cholin und Essigséure durch das Blut verantwortlich 
gemacht ?. 

Wahrend also bei steigenden Serum- und gleichbleibenden Kallikrein- 
mengen in steigendem Reaktionsvolumen die Geschwindigkeit der 
Inaktivierung deutlich abnimmt, wird sie vergr6éBert, wenn steigende 
Serummengen derselben Anzahl Kallikreineinheiten in gleichbleibendem 
Reaktionsvolumen zugesetzt werden: dabei sind — in_ bestimmten 
Grenzen — die Zeiten, die zur Inaktivierung derselben Kallikreinmenge 
notwendig sind, umgekehrt proportional den angewandten Serum- 
mengen. Halt man das Reaktionsvolumen und die Serummenge konstant 
und setzt steigende Kallikreinmengen zu, so nimmt die nach z. B. 
60 Minuten inaktivierte Kallikreinmenge und damit scheinbar auch die 
Inaktivierungsfahigkeit des Serums zu. In Wirklichkeit wird ent- 
sprechend dem Gesetz der Massenwirkung das Gleichgewicht zwischen 
Kallikrein, Inaktivator und inaktiver Verbindung zugunsten der 
letzteren verschoben. 


Die Untersuchung der Abhangigkeit der Inaktivierungsfahigkeit 
von der H-Ionenkonzentration ergab fiir die Seren von Menschen, 
Hunden, Schweinen und Rindern das gleiche Bild: Im schwach alkali 
schen Gebiet von pu 7,5 bis 8,5 besitzt die Inaktivierungsfahigkeit cin 
ausgepragtes Optimum. Sie erlischt bei etwa py 10,5 auf der alkalischen, 
bei etwa pu 4 auf der sauren Seite. 


Es unterscheidet sich also der Verlauf der Kurve fiir die py-Ab- 
hangigkeit der Inaktivierungsfahigkeit des Serum von demjenigen des 
Driiseninaktivators. Die Inaktivierungsfahigkeit der Seren durchlauft 
ein Optimum, die des Driiseninaktivators erreicht im schwach alkalischen 
Gebiet ein Maximum, welches auch im starker alkalischen Gebiect 
bestehen bleibt. Schon friiher wurde festgestellt, daB der Inaktivator 
des Serums gegen Saure empfindlich ist*?. Die Frage ist deshalb berech- 


1H. Kraut, E. K. Frey u. E. Bauer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 175, 
97, 1928. — 2 O.Galehr u. F. Plattner, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 218, 
506, 1928; Reid Hunt, Amer. J. of physiol. 45, 197, 1928. — * H. Kraut, 
BE. K. Frey u. E. Bauer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 175, 97, 1928. 
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tigt, ob der Verlauf der Kurve der py-Abhangigkeit des Inaktivierungs- 
vermégens nicht nur ein Bild der Besténdigkeit des Inaktivators in 
den verschiedenen px-Bereichen darstellt. In der Tat ist der Inaktivator 
nicht nur gegen Saure, sondern auch gegen Alkali empfindlich. Labt 
man Serum bei extrem hoher oder niedriger H-lonenkonzentration 
einige Zeit stehen und stellt dann wieder auf etwa py 7,5 ein, so hat 
seine Inaktivierungsfahigkeit um so starker abgenommen, je langere 
Zeit das Serum sauer bzw. alkalisch verblieben und je héher dabei die 


Temperatur war. Es gelingt aber zu zeigen, daB nun die Inaktivierungs- 


fahigkeit doch noch gréBer ist, als sie vorher im sauren bzw. alkalischen 
Gebiet war, d. h. der Verlauf der py-Kurve der Inaktivierungsfahigkeit 
der Seren ist nicht allein durch die Empfindlichkeit des Inaktivators 
bestimmt. Das Optimum der Bestandigkeit des Seruminaktivators 
fallt mit dem seiner Inaktivierungsfahigkeit zusammen. 

Fir das Pferdeserum ergab sich die iiberraschende Feststellung, 
daB die Inaktivierungsfahigkeit im sauren Gebiet unterhalb py 6,5 
steil ansteigt, um zwischen py 4,5 und 5,5 ein auBerordentlich hoch 
liegendes Optimum zu erreichen. 100 und mehr KE. werden von 1 cem 
Pferdeserum inaktiviert. Jenseits py 4,5 fallt die Inaktivierungsfahigkeit 
sehr steil ab. Sie ist bei py 4 gleich Null. Nach der alkalischen Seite 
fallt sie bis py 6,5, um dann bis px 8 nochmals leicht anzusteigen. 
Bei pu 10,5 ist die Inaktivierungsfahigkeit wieder gleich Null. Das 
Pferdeserum besitzt also zwei Optima der Inaktivierungsfahigkeit. 
Die Inaktivierung des Kallikreins durch Pferdeserum im sauren Gebiet 
geschieht nicht durch enzymatische oder unspezifische Zerstérung, denn 
das Kallikrein kann mit Hilfe der friiher beschriebenen Aceton- 
behandlung! (z. B. 50°%,) wieder in Freiheit gesetzt werden. Die Reakti- 
vierung gelingt auch durch stairkeres Ansiuern mit HCl. Manchmal 
erfolgt sie spontan beim langeren Stehen der Versuchslésungen. 

Stellt man die unveranderten Seren von Menschen und Tieren 45 Mi- 
nuten auf 57 bis 58° ein, so wird der Inaktivator zerstért. Die angegebene 
Zeit ist allerdings nicht bei allen Seren zur volligen Zerstérung ausreichend. 
Bei dieser Behandlung erlischt beim Pferdeserum die Inaktivierungs- 
fahigkeit fiir das alkalische Gebiet, die des sauren Gebietes aber bleibt 
véllig erhalten. Daraus geht mit groBer Wahrscheinlichkeit hervor, 
da das Pferdeserum zwei verschiedene Substanzen enthalt, welche 
Kallikrein zu inaktivieren vermégen. Der exakte Beweis dafiir ist 
allerdings erst dann erbracht, wenn es gelingt, die beiden Inaktivatoren 
zu trennen. 

Bemerkenswert ist, daB der Rinderseruminaktivator bei 58° nur wenig 
angegriffen wird; ja, nach kurzem Aufkochen des Serums und Abzentrifu- 


1H. Kraut, BE. K. Frey u. E. Werle, ebenda 222, 73, 1933. 
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gieren des Niederschlags ist der Inaktivator manchmal noch. teilweis: 
erhalten. In seinem Verhalten gegeniiber erhéhter Temperatur erinnert d« 
Rinderseruminaktivator an den Driiseninaktivator. Es ist wahrscheinlich, 
daB ein Teil des im Rinderserum enthaltenen Inaktivators mit dem Driisen 
inaktivator identisch ist. 


Bindet man das Kallikrein an den Seruminaktivator und erhitzt 
nunmehr auf 58°, so ist nach einiger Zeit wieder aktives Kallikrein 
nachweisbar. Der hitzeempfindliche Inaktivator wird zerstért; dabei 
lést sich die Bindung mit dem Kallikrein und dieses wird wieder frei 
Die auftretende kreislaufaktive Substanz laBt sich durch den Koch- 
und Inaktivierungsversuch mit Kallikrein einwandfrei identifizieren 
Die Wiederfreilegung des inaktivierten Kallikreins durch Erhitzen 
auf 58° gelingt nicht bei allen untersuchten Seren, z. B. nicht bei Rinder- 
und Schweineserum. Sie gelingt gut bei Menschen-, Hunde- und Pferde- 
serum. Bei letzterem aber nur dann, wenn die Inaktivierung im alkali- 
schen Gebiet vorgenommen wurde. Dies Verhalten stimmt damit 
uberein, daB der im sauren Gebiet wirksame Inaktivator thermostabiler 
ist als der bei alkalischer Reaktion wirksame. Man kénnte daran denken, 
daB in den Seren, in welchen nach Erwarmen auf 58° keine Reaktivierung 
des Kallikreins eintritt, dieses zerstért sei. Dies ist jedoch nicht det 
Fall. Denn es gelingt nun noch, das gebundene Kallikrein durch Salz- 
siure in Freiheit zu setzen, z. B. bei Rinderserum bis 50°, der zu- 
gesetzten Menge. 


Die Kenntnis des Einflusses der H-lonenkonzentration auf dic 
Inaktivierungsfihigkeit der verschiedenen Seren lie} vermuten, dab 
die Reaktivierung des Kallikreins nicht nur durch Ansaéuern, sondern 
auch durch starkeres Alkalisieren der Reaktionslésungen méglich sein 
miisse. Die daraufhin unternommenen Versuche bestatigten die Ver- 
mutung. Es gelang z. B. bei Menschenserum eine Reaktivierung zu 
8°, beim Pferdeserum zu 22°. 


Der im sauren Gebiet wirksame Inaktivator des Pferdeserums ist 
wie der im alkalischen Gebiet aktive hochmolekular und durchdringt 
nicht die Cellophanmembran. Die beiden Inaktivatoren miissen chemisch 
verwandt sein, denn sie werden beide durch Papain verdaut. Auch 
die Inaktivatoren der Seren von Mensch, Hund, Rind und Schwein 
verlieren nach Papainverdauung ihre Inaktivierungsfahigkeit. Im Ver- 
halten gegen Papain sowie beim Erhitzen unterscheidet sich der Serum- 
inaktivator vom Driiseninaktivator. Dieser wird durch Papain nicht 
angegriffen und nicht durch Einstellen auf 58°, auch dann nicht, wenn 
er zu Serum zugesetzt wird. Behandelt man den Seruminaktivato: 
mit Aceton oder Alkohol, so wird er quantitativ zerstért, der Driisen 
inaktivator dagegen nicht. 
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Die Lage des Gleichgewichtes zwischen Kallikrein, Inaktivator 


und inaktiver Verbindung ]a4Bt sich auBer durch die Anderung der 


H-Ionenkonzentration auch noch auf andere Weise beeinflussen, z. B. 
durch Zusatz von Germanin, Novokain! oder Liquoid ,,Roche** zu den 
Seren vor der Kallikreinzugabe. Die Inaktivierungsfahigkeit der Seren 
wird dadurch betrachtlich herabgesetzt, z. B. auf den siebenten Teil 
der bei gleichem py, jedoch ohne Zusatz dieser Stoffe, gemessenen. 
Aus der Tatsache, daB verhaltnismaBig grobe Mengen der erwahnten 
Stoffe notwendig sind, um eine Verminderung der Inaktivierungs- 
fahigkeit zu bewirken, wobei es nur unbedeutenden EinfluB hat, ob sie 
nur ganz kurz oder Jangere Zeit auf den Inaktivator einwirken, geht 
hervor, daB es sich nicht um eine stéchiometrische Reaktion zwischen 
Inaktivator und Germanin bzw. Novokain handelt. Man kann vielleicht 
an eine Beeinflussung der Dissoziation des Inaktivatormolekiils, an 
eine Verschiebung seines isoelektrischen Punktes denken?. Aus dem 
Verlauf der py-Abhangigkeit der Inaktivierung scheint hervorzugehen, 
daB der EiweiBkérper ,,Inaktivator’ nur in bestimmtem Dissoziations- 
zustand sich an das Kallikrein anzulagern vermag. 


Experimenteller Teil. 
I. Inaktivatorgehalt von Gesamtblut, defibriniertem Blut, Serum und roten 


Blutkérperchen. 


Die Inaktivierungsfahigkeit der Versuchsansaétze wurde wie friiher 
beschrieben gemessen °. 


Beispiel: Frisches menschliches Blut. Ein Teil wird durch Zusatz 
von Citrat ungerinnbar gemacht; ein anderer Teil wird defibriniert, die 
Halfte davon zentrifugiert. Das iiberstehende Serum abgehebert. 50 cem 
Blut ergaben 21,5 cem Blutkérperchen. Nun werden 21,5 ccm Blutkérper- 
chen dreimal mit physiologischer Kochsaizlésung ausgewaschen und auf 
50 ecem aufgefiillt. 21,5 ecem Blutkérperchen werden ohne vorheriges Aus- 
waschen auf 50ccem aufgefiillt. Nach 2 stiindigem Stehen bei 37° werden 
folgende Inaktivierungsfahigkeiten gemessen ‘4: Gesamtblut 0,28 cem; defi- 
briniertes Gesamtblut 0,28 cem; Serum unverdiinnt 0,16 cem; 21,5 cem 
Blutkérperchen nicht ausgewaschen auf 50 cem aufgefiillt 3,0 eem; 21,5 cem 
Serum auf 50 cem verdiinnt 0,5 cem; 21,5 ccm ausgewaschene Blutkérper- 
chen mit physiologischer Kochsalzlésung auf 50cem aufgefiillt: keine 
Inaktivierung. 


1 Bei den Versuchen mit Novokain darf nicht iibersehen werden, dai 
dieser Stoff selber eine nicht unbetrachtliche Blutdrucksenkung hervorruft. 
30mg des neutralisierten Hydrochlorids entsprechen in ihrer Wirkung 
etwa 1. KE. — 2 A. Fischer, Zum Mechanismus der Hemmung der Blut- 
gerinnung, diese Zeitschr. 240, 364—380, 1931. — ° H. Kraut, BE. K. Frey 
u. H. Bauer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 175, 97, 1928. — ‘4 Siehe Be- 
merkung in der Tabelle I. 
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Tabelle I. 


Inaktivierungsfahigkeit von Blut, Blutkérperchen und Seru: 
Inaktivierungsdauer 2 Stunden, Temperatur 37°. 





, - 1 I.E. in eem 
E 1 I.E. in eem Blut 


11.E.*) 
: in eem | 1 LE 
Se 3lutkérperche 
ae defibri- | in cem |! ——— ausgewaschen Bemerkungen 
an niertem Serum suacewascheu mit physiologi- 

Blut ——— scher NaC] 


Blut, kirperchen 


Mensch 0,23 9 1.6 keine Reaktionszeit 1 Std. 20 Min 
myer Blutkérperchen ausgewaschen, 
Inaktivierung himolysiert ebenfalls kein 

Inaktivierung 

ferd 0,35 Rs keine pu der Ansitze bei Blut un 
Inaktivierung Serum 7,4; bei Blutkérpercher 
nicht ausgewaschen 7,8; bei Blut- 
kérperchen ausgewaschen 7,5 

Hundecitratblut: 1 I.E. ir 


OR by] i 
Hund 0,28 keine 0,27 cem 


Inaktivierung 
Schwein, 1,00 | 0,75 keine 
Inaktivierung 
Rind 0,30 | 0,30 keine 
Inaktivierung 
*) Eine Inaktivatoreinheit ist in derjenigen Menge Serum oder Blut usw. enthalter 


welche eben 1 K.E. unter normalen Bedingungen zu inaktivieren vermag; also bei py 7,4 — 8, 
379; 2 Stunden Inaktivierungsdauer. 


II. EinfluB verschiedener Faktoren auf die Geschwindigkeit der Inaktivieruny. 
a) Temperatur. Die Seren werden vor der Zugabe des Kallikreins auf 
die Versuchstemperatur gebracht. Nach gemessenen Zeiten werden Proben 
zur Standardisierung entnommen. Da es bisher keine einfache Méglichkeit 
gibt, die Inaktivierungsreaktion zu 
: einem gewiinschten Zeitpunkt augen- 
t=37° blicklich zu unterbrechen, wurden 
i leas A tum die Versuchsansétze, wenn  ndotig, 
moéglichst rasch von 37 auf 0° ab- 
gekiihlt. 

Beispiel: Abb. 1. Aus der Ab 
bildung geht klar hervor, daB sich die 
Inaktivierungsgeschwindigkeit mit 

a a ee steigender Temperatur stark  ver- 
Minuten groBert. 
Abb. 1. b) Verdiinnung. Unter sonst 

Abhingigkeit der Geschwindig- identischen Bedingungen ist die Ge 

keit der Kallikreininaktivierung schwindigkeit der Inaktivierung im 

von der Temperatur. verdiinnten Versuchsansatz geringe! 
als im konzentrierten. 

Versuchsbeispiel: 1 cem Serum +2KE. Nach 4,5 Minuten bei 37 
sind inaktiviert: 100°); l1eem Serum + 2 KE. + 4cem Aqua dest. Nach 
4,5 Minuten bei 37° sind inaktiviert: 65%. 

c) Inaktivatormenge. 1. Setzt man dieselbe Anzahl Kallikreineinheiten 
zu steigenden Serummengen in steigendem Volumen, so nimmt die Inakt 
vierungsgeschwindigkeit nicht zu, sondern ab. 
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Beispiel: Zu 1, 4 und 8 eem Menschenserum wurden je 2 KE. (= 0,3 eem) 
vegeben. Nach 3 Minuten waren inaktiviert: 


1. bei leem Serum &4°%, 

GS°, 

67% 

Bei einer weiteren Versuchsreihe wurden je 2 KE. zu 0,5, 1,0, 2,0, 4,0, 

8.0, 16,0cem Serum gegeben und nach 2 Minuten 20 Sekunden die In- 

aktivierungsgrade gemessen. Sie betrugen bzw. 76, 70, 76, 40, 40°). Die 

Inaktivierungsgeschwindigkeit nimmt also bei steigender Verdiinnung des 
Kallikreins trotz steigender Inaktivatormenge ab. 


2. Wird das Gesamtvolumen konstant gehalten und zu_ steigenden 
Serummengen dieselbe Kallikreinmenge zugesetzt, so erhéht sich die In- 
aktivierungsgeschwindigkeit. 


Beispiel: Ansatz a) 2cem Menschenserum + 0,5 cem m/3 Phosphat- 
puffer, py 7,5 + 6 KE. Ansatz b) 1 eem Wasser + 1 cem Menschenserum, 
weiter wie bei a). Ansatz c) 1,5 ecm Wasser + 0,5 cem Menschenserum, 
weiter wie bei a). Die Ansatze werden bei 37° belassen. Bei Ansatz a) waren 
nach 4 Minuten 73%, bei Ansatz b) nach 8 Minuten 68°,, bei Ansatz ce) 
nach 16 Minuten 50°, inaktiviert; nach 14 Minuten im Ansatz a) 89°, 
im Ansatz b) nach 34 Minuten 88°. Es entspricht also innerhalb der 
MeBfehler der Standardisierungsmethode der halben Serummenge die 
doppelte Inaktivierungszeit. Im Ansatz c) wird der Inaktivierungsgrad 87 % 
nicht erreicht, da 0,5cem Serum 5,3 KE. (d.i. 87°, von 6 KE.) nicht 
vollstandig zu inaktivieren vermégen. 


d) Steigende Kallikreinmengen bei gleichbleibenden Serummengen in 
gleichbleibendem Gesamtvolumen. 

Versuchsbeispiel 1. Zu je 1cem Menschenserum werden je 0,2 cem 
m/3 Phosphatpuffer und 3; 6 und 12 KE. gegeben im Gesamtvolumen von 
3,2 eem. Nach 10 Minuten bei 37° waren dann inaktiviert in den verschiedenen 
Ansatzen: 2,8, 4,0 und 5,3 KE. 

Beispiel 2. Mit einem anderen Menschenserum werden weitere Ansitze 
genau wie im Beispiel | fertiggestellt. Zugesetzte Kallikreinmengen: 2, 4, 
8 und 12 KE. Nach 4 Minuten bei 37° waren dann inaktiviert: 1,1, 3,3, 
5,4 und 6,0 KE. 


Die Inaktivierungsfahigkeit einer Serumprobe steigt also mit 
steigenden Kallikreinmengen an; dies ist aber, da kein fermentativer 
ProzeB vorliegt, der Ausdruck fiir die Einstellung eines Gleichgewichtes 
zwischen Inaktivator, Kallikrein und inaktiver Verbindung. Durch 
Zusatz von Kallikrein zu einem schon bestehenden Gleichgewicht wird 


dieses auf die Seite der inaktiven Verbindung verschoben, dadurch also 
die Inaktivierungsfahigkeit des Serums scheinbar erhéht. Auch hieraus 
geht hervor, daB bei dem normalerweise vorhandenen Gleichgewichts- 
zustand im Blute noch merkliche Mengen von Kallikrein frei vorhanden 
sein. miissen. 
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II1. EBinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf den Verlauf der Darat 
hei J 
oder 
Die sauren py-Werte wurden eingestellt durch Zusatz von n HCl, di hand 
alkalischen durch Zusatz von n NaOH zu den Seren. Die pu-Werte wurde: 
elektrometrisch mit Chinhydron bzw. mit der U-Elektrode nach Micha 


Inaktivierung. 


gemessen }, 

Die Abb. 2 zeigt die Inaktivierungsfahigkeit von vier verschiedenen 
Menschenseren in ihrer Abhangigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration, 
Kurve —o— Messung nach 2,5 Stunden bei 37°. Kurve —A— Messuny 
nach 2,5 Stunden bei 37°. Kurve —- Messung nach 2 Stunden bei 37°. 
Kurve Messung nach 3 Stunden bei 37°. 

Aus der Abb. 2 ist zu erkennen, da das Optimum der Inaktivierung 
beim Menschenserum bei etwa pu 7,5 liegt. 

Die Abb. 3 zeigt den Verlauf de: 
Inaktivierungsfahigkeit in den ver 
schiedenen px-Bereichen fiir Schweine- 

o—, Hunde- —asa— und Rinderserum 
-—j—. Die Kurven wurden in de: 
gleichen Weise wie fiir Menschen. 
serum aufgenommen. Jene Kurven, 
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Abhingigkeit der Inaktivierungsfihig- Abhiingigkeit der Inaktivierungsfihig- 
keit des Menschenserums von der Wasser- keit des Schweine-, Hunde- und Rinder- 
stoffionenkonzentration. serums von der Wasserstoffionenkonzen- 

tration. im Ss 

- ; : ; } als iz 
die nur bestimmte Abschnitte des gesamten py-Bereiches betreffen, sind der 
Ubersichtlichkeit halber weggelassen. Sie ergaben fiir die drei Serumarten., 
da8 die Inaktivierungsfahigkeit nach der sauren und nach der alkalischen 
Seite abfallt. Das Optimum der Inaktivierungsfahigkeit liegt wie aus 
der Abbildung ersichtlich — fiir Schweine-, Hunde- und Rinderserum bei 
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Die Abb. 4 zeigt den Verlauf der py-Abhangigkeit der Inaktivierung I 

bei verschiedenen Pferdeseren. Das Optimum bei px 5,5 ist aus Griinden keit, 
der Raumersparnis nicht aufgezeichnet. Die Inaktivierungsgeschwindigkeit bei p 
in diesem Gebiet ist auBerordentlich hoch. 1 cem Pferdeserum inaktiviert Kurv 
bei pu 5,30 in 1,5 Minuten iiber 15 KE.! (siehe Abb. 5, Kurve —O—). Die Kurv 
Inaktivierung des Kallikreins im Pferdeserum bei saurer Reaktion findet serun 
auch statt, wenn man die gleichen Teile Menschen- und Pferdeserum misclhit zeigt 
zu in 

1H. Kraut, E. K. Frey u. E. Werle, Zeitschr. f. physiol. Chem. 192, aktiv 

1, 1930. war. 
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Daraus ergibt sich, daf das Fehlen der Inaktivierung im sauren Gebiet 
bei Menschenserum usw. nicht darauf beruht, da8 ein Hemmungsk6érper 
oder ein zerstérendes Ferment das Wirksamwerden eines eventuell vor- 
handenen Inaktivators verhindert. 
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IV. Bestdndigkeit des Inaktivators des Menschenserums bei verschiedenen 
Wasserstoffionenkonzentrationen. 


Die Serumproben werden mit n HCl bzw. n NaOH auf die gewiinschte 
Wasserstoffionenkonzentration gebracht. In der Halfte der Proben wird 
sofort die Inaktivierungsfahigkeit ermittelt, die andere Halfte wird bei 


20° bzw. 37° belassen und nach den angegebenen Zeiten auf normales Serum-pyx 
(also etwa 7,5) zuriickversetzt. 

Aus der Tabelle IT geht hervor, daB die 
Schadigung des Inaktivators in den _ ver- 
schiedenen px-Bereichen den Verlauf der 
pu-Abhangigkeit der Inaktivierungsfahigkeit 
allein nicht erklart. Die Schadigung nimmt 
mit steigender Temperatur stark zu, sie ist 
im sauren Gebiet verhaltnismaBig starker 
als im alkalischen. 

Der Pferdeseruminaktivator des sauren 
Gebietes wird beim Einstellen auf py 5,15 
auch bei tagelangem Stehen nicht merklich 
geschadigt. Die Inaktivierungsfahigkeit im p om 
schwach alkalischen Gebiet ist aber nach Abb. 5. 
dem Zuriickversetzen auf py 7,8 erloschen. Snatsitetecimnieeteialrcitedeer- 

Die Kurve zeigt die Geschwindig- wait’ Wed itneahel. land 
keit, mit der 1 cem Menschenserum 2 KE. Pferdeserum. 
bei po 7,5 und 37° zu inaktivieren vermag. 

Kurve e— zeigt dieselben Verhaltnisse fiir Pferdeserum bei px 7,5. 
Kurve —+— zeigt, daB nach 100 Minuten langem Erhitzen des Pferde- 
serums auf 58° die Inaktivierungsfahigkeit erloschen ist. Kurve c 
zeigt die Geschwindigkeit, mit der 1 ccm Pferdeserum von py 5,3 30 KE. 
zu inaktivieren vermag. Kurve —a— zeigt die Geschwindigkeit der In- 
aktivierung, nachdem dasselbe Pferdeserum 100 Minuten auf 58° erhitzt 
war. px des Inaktivierungsansatzes 5,4. 


% Kallikr: inakhiv. 
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Tabelle II. 





I.E. Reckyersetst | LE. in 1 cem nach Inaktivator- 

Versuchsreihe pa in senile auf dem Riickversetzen verlust 

1 cem Std Pu auf Serum Dy in °); 
a) Versuchs- 5,20 0,00 5,0 7,60 0,7 86 
temperatur 545 040 O05 7,35 3,3 34 
20° Inaktivie- 7,50 5,00 — - 5,0 — 
rungszeit 9.00 1,00 5,0 7,04 4.0 20 

2 Std. 10,70 0,00 5,0 7,67 3,3 34 
b) Vv ' 4,08; 0,30 0,5 | 7,68 0,3 96 
jay | 458 040 0,5 7,80 0,7 91 
370 Teaktivie- 511 0,70 0,5 7,70 2,0 74 
oa we sit 7,40 7,50 — -— 1,5 _ 
30 Min, 992 040 0,5 7,58 2,0 74 
prt 10,85 050 0,5 7,73 1,0 87 


V. Das Verhalten des Seruminaktivators beim Erhitzen auf 58°. 
Vergleich mit dem Driiseninaktivator. 


Tabelle IIT. 





Pur der | LE. Dauer Inaktivierungsfihigkeit 
Serumart Inaktivierungs- | in des Erhitzens nach dem Erhitzen 
ansitze | leem in Minuten I.E. pro ecm 

Menschenserum a etwa7,5 4.0 45 0,0 
ts bi , 7,5 3.0 45 0,0 
Sch weineserum | ee 1,0 45 0,5 
Pferdeserum a 5,05 30,0 45 30,0 
x a 7,80 1,0 45 0,0 
: b 5,30 * 32,0 90 32,0 
= b 5,30 32,0 10’ kochen 0,0 
ms b 7,79 Lt 90 0,0 
ec 7,61 ** 1,8 90 0,0 
. c 5,15 _ 100 90,0 
Hundeserum 7,60 4,0 45 0,0 
tinderserum etwa 7,9 0,5 45 0,5 


Die py-Werte waren nach dem Erhitzen nur leicht verschoben: * z. B. von 5,30 nach 5,41 
** durch Phosphatpufferzusatz konstant gehalten, also auch nach Erhitzen 7,51. 


Tabelle III zeigt, daB der Inaktivator des Menschen-, Schweine- und 
Hundeserums durch Erhitzen auf 56 bis 58° zerstért wird. Die Erhitzungs-. 
dauer, die zur vollstandigen Zerstérung fiihrt, ist bei den verschiedenen 
Seren verschieden. 

Der Inaktivator des Pferdeserums, welcher bei px 7,8 optimal Kalli 
krein zu binden vermag, wird durch Erhitzen vollstandig zerstért; der 
Inaktivator, der optimal bei px 5,5 wirksam ist, bleibt quantitativ erhalten, 
was auch aus Abb. 5 hervorgeht. Durch Kochen der Lésung wird auch der 
Pferdeseruminaktivator des sauren Gebietes quantitativ zerstért. Au- 
dem Niederschlag 1la8t sich kein Inaktivator eluieren. 

Der Driiseninaktivator wird beim Erwarmen auf 58° nicht geschadigt. 
auch dann nicht, wenn er z. B. zu Menschenserum zugesetzt wurde. 
Beispiel: a) Zu 4ecem Menschenserum werden 4cem_ Driiseninaktivato: 

gegeben, 
b) Zu 4cem Menschenserum werden 4 ccm Aqua dest. gegeber 
c) Zu 4eem aqua dest. werden 4 ccm Inaktivator gegeben. 
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Die Halfte der drei Ansaétze wird 1,5 Stunden bei 58° belassen, die andere 
Halfte in derselben Zeit bei gewéhnlicher Temperatur. Danach wird die 
Inaktivierungsfahigkeit ermittelt. Sie betragt fiir den Ansatz a) 0,022 ecm, 
fur den Ansatz b) keine Inaktivierung und fiir den Ansatz ec) 0,021 cem. 

Die Empfindlichkeit des Seruminaktivators gegeniiber erhéhter Tempe- 
ratur besteht auch dann, wenn er an Kallikrein gebunden ist. Dabei wird 
die Bindung an das Kallikrein teilweise wieder geloést. 

Versuchsbeispiele: Zu je 1 cem Menschenserum werden 4 KE. gegeben. 
Nach 20 Minuten bei 37° ist die 2 KE. entsprechende Menge des Ansatzes 
vollig inaktiv. Nun wird ein Teil des Ansatzes auf 58° erwarmt, dann werden 
nach gemessenen Zeiten die frei werdenden Kallikreinmengen bestimmt. 
Sie entsprechen nach 5, 10, 40 und 160 Minuten 10, 17, 30 und 40°, der 
zugesetzten Kallikreinmenge. 

Identifizierung der frei werdenden kreislaufaktiven Substanz mit Kalli- 
krein: Durch 6 Minuten langes Kochen iiber freier Flamme wird die aktive 
Substanz zerstért. Durch Zusatz von frischem Serum wird bei 37° in 15 Minuten 
die Substanz inaktiviert. In einem anderen Versuchsbeispiel, welches genau 
wie oben beschrieben angesetzt war, wurden durch Erwarmen auf 58° 
in 40 Minuten 55 °%% reaktiviert. Die Reaktivierung gelang in derselben Weise 
bei Hundeserum (z. B. in 25 Minuten 28 °) und bei Pferdeserum (Inaktivator 
des schwach alkalischen Gebietes, z. B. nach 40 Minuten zu 34%). 

Sie gelang nicht bei Rinder- und Schweineserum, ebenso nicht beim 
Pferdeserum, wenn die Inaktivierung im sauren Gebiet stattfand. DaB 
in den Fallen, in welchen die Reaktivierung nicht gelang, das Kallikrein 
nicht zersto6rt war, geht daraus hervor, daB man es z. B. bei Rinderserum 
durch Versetzen des Versuchsansatzes mit n HCl wieder freilegen kann, 
bei Pferdeserum durch das Acetonverfahren, z. B. zu 75%. Die Reakti- 
vierung gelingt auch durch Versetzen mit nHCl oder mit nNaOH; sie 
gelingt ferner durch Einstellen auf Blut-px, wobei allerdings zur Reakti- 
vierung z. B. 40 Stunden notwendig sind. 

Beispiele: Zu 4 cem Pferdeserum, welches auf pq 5,5 gebracht wurde, 
werden 240 KE. = 6cem gegeben. Nachdem bei 37° vollstandige Inakti- 
vierung eingetreten war, wurde zu 0,6cem des Ansatzes 0,1 cem nHCl, 
zu einer anderen Probe von 0,6 cem 0,l eem nNaOQH gegeben. Nach 
30 Sekunden waren in der angesduerten Probe 17 °., in der alkalisierten 22 % 
reaktiviert. Die Reaktivierung mit n HCl betrug in einem anderen Falle 
60%. Eine Probe eines Inaktivierungsansatzes wurde von px 5,5 auf pq 7,5 
eingestellt. Nach 40 Stunden waren bei Zimmertemperatur 53°, des zu- 
gesetzten Kallikreins reaktiviert. 

Da es nicht gelingt, das im Serum von vornherein vorhandene inaktive 
Kallikrein durch Erwarmen auf 58° in Freiheit zu setzen, muB was friiher 
schon auf anderem Wege bewiesen wurde seine Bindung von derjenigen 
des frisch inaktivierten Kallikreins verschieden sein. 


VI. Verhalten des Inaktivators bei Zusatz von Papain. 


Der Einflu8 des Papains auf den Seruminaktivator kann nicht beim 
Wirkungsoptimum des Ferments (pq 5,0) untersucht werden, da der In- 
aktivator bei dieser Reaktion zugrunde geht. Das Wirkungsoptimum des 
Papains ist aber geniigend breit, so da das Ferment auch bei Blut-py 
wirksam bleibt. Es wird eine Papainlésung verwendet, die nach Araut und 
Bauer’ hergestellt wurde. 1 cem des Extrakts entspricht 400 mg Succus. 


1 H. Kraut u. E. Bauer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 164, 10, 1926/27. 


Biochemische Zeitschrift Band 273. 20 
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Versuchsbeispiel 1. 10 cem Menschenserum, pq 7,9 + 1 ccm Papain 
losung. Kontrollansatz: 10 cem Menschenserum + 1 cem Aqua dest. Di: 
Ansitze werden 3 Stunden bei 37° belassen. Danach ist die Inaktivierung: 
fahigkeit fiir den Ansatz mit Papain erloschen. Fiir das Serum des Kontro]! 
ansatzes betragt sie 0,2cem. Das py des Verdauungsansatzes war vor 
7,9 auf 7,5 verschoben. 

Versuchsbeispiel 2. 20cem Pferdeserum + 1cem Papainlésung. 
Kontrollansatz: 20 cem Pferdeserum + 1ecem Aqua dest. Die Ansatz 
werden 6 Stunden bei 37° belassen. Danach wird von beiden Ansatzen 
die Halfte auf pH 5,2 gebracht. Nunmehr werden die Inaktivierungs 
fahigkeiten beim normalen px (7,25) und bei px 5,2 gemessen. Die Inakti- 
vierungsfahigkeit ist fiir den Verdauungsansatz sowohl bei Blut-py als 
auch bei py 5,2 erloschen. Fiir den Kontrollansatz betragt sie bei py 5,20 
weniger als 0,1, bei pu 7,25 2,0 cem. 

Driiseninaktivator und Papain: 500 TE. + 5cem m/3 Citratpuffer py 5,0 
in 25ceem Gesamtvolumen + 40mg Papain. Kontrollansatz ohne Papain. 
Nach 24- und 48stiindiger Verdauung bei 37° werden in beiden Ansatzen 
dieselben Inaktivatormengen wiedergefunden 


VII. Beeinflussung der Inaktivierungsfahigkeit von menschlichem Serum durch 
Germanin, Novokain und Liquoid ,,Roche*. 

Beispiele: Zu 1 cem Serum werden 6,4 mg Germanin gegeben, danach 
4KE. Es trat keine Inaktivierung ein. I1cem Serum ohne Germanin 
inaktiviert 4 KE. vollstandig. Bei Anwendung von 3,2 mg Germanin 
wurden 2 KE. inaktiviert. 

Zu 2cem Serum werden 5mg Novokain (in neutralisierter Lésung) 
gegeben, danach 4KE. Es werden nur 2,7 KE. inaktiviert. Dieselbe 
Serummenge inaktiviert ohne Novokain 8 KE. vollstandig. 

Zu 2ccm Menschenserum werden 2mg Liquoid ,,Roche** gegeben, 
danach werden 2 KE. hinzugefiigt. Es tritt keine Inaktivierung ein. Ohne 
Zusatz von Liquoid ,,Roche’* vermégen diese 2 cem Menschenserum 8 KE. 
volistandig zu inaktivieren. 0,1. mg Liquoid ,,Roche‘* beeinflussen die 
Inaktivierungsfahigkeit nicht mehr. 


Zusammenfassung. 

Es wird das Verhalten des Kallikreininaktivators, welcher im 
Blute der Saéugetiere vorkommt, und die Inaktivierungsreaktion naher 
untersucht. 

1. Der Inaktivator ist nur im Serum, nicht in den Blutkérperchen 
enthalten. Er ist hochmolekular und vermag tierische oder pflanzliche 
Membran nicht oder nur sehr wenig zu durchdringen. Er wird durch 
Papain zerstért. Der Inaktivator ist gegen saure und alkalische Reaktion 
empfindlich, ebenso gegeniiber erhéhter Temperatur. Meist geniigt 
45 Minuten langes Erhitzen auf 58°, ihn véllig zu zerstéren. Diese 
Thermolabilitat des Inaktivators ergibt die Méglichkeit, inaktiviertes 
Kallikrein durch Erhitzen der Lésung auf 58° wieder in Freiheit 
zu setzen. 
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2. Die Geschwindigkeit der Inaktivierungsreaktion ist abhangig 
von der Temperatur, der Kallikrein- und der Inaktivatorkonzentration 
und von der Wasserstoffionenkonzentration. Die Inaktivierungs- 
fahigkeit der Seren besitzt ein Optimum, und zwar bei schwach alkali- 
scher Reaktion (px 7,5). Im starker alkalischen und sauren Gebiet 
nimmt die Inaktivierungsfahigkeit ab und ist bei pq 4 bzw. 11 gleich 
Null. Eine Ausnahmestellung in bezug auf die py-Abhangigkeit der 
Inaktivierung nimmt das Pferdeserum ein. Es besitzt bei py 5,5 ein 


zweites, auBerordentlich starkes Optimum des Inaktivierungsvermégens. 


Der Inaktivator, welcher im sauren Gebiet wirksam ist, ist von dem 
des alkalischen verschieden. Dies laBt sich z. B. durch das Verhalten 
gegentiber erhéhter Temperatur feststellen: Der Inaktivator des sauren 
Gebietes ist thermostabiler als der des alkalischen. Bei der Inaktivierung 
des Kallikreins durch Pferdeserum im sauren Gebiet wird das Kallikrein 
nicht zerstoért. Es laBt sich nach verschiedenen Methoden wieder 
reaktivieren, z. B. durch stairkeres Ansaiuern bzw. Alkalisieren der 
Reaktionslésung. Zwischen Inaktivator, Kallikrein und inaktiver 
Verbindung scheint ein Gleichgewicht zu bestehen, welches von dem 
Gesetz der Massenwirkung beherrscht wird. Es ist wahrscheinlich, daB 
der Inaktivator sich nur in einem bestimmten Dissoziationszustand an 
das Kallikrein anzulagern vermag. 








Zur Frage der chemischen Zusammensetzung des Bakteriophagen. 
Von 
Max Schlesinger. 
(Aus dem Institut fiir Kolloidforschung in Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 29. Juli 1934.) 


In einer friiheren Mitteilung!, welche die Reingewinnung de: 
Klementarteilchen eines Colibakteriophagen in wagbaren Menger 
zum Gegenstand hat, habe ich namentlich auf zwei Fragen hingewiesen 
die damit der experimentellen Beantwortung mit Hilfe vorhandene: 
Methoden zuginglich geworden sind: Nachweis und Messung eines 
eventuellen Stoffwechsels und das Studium des chemischen Aufbaues. 
Die Frage des Stoffwechsels hat das Interesse von Herrn Prof. Meyerhoj. 
Heidelberg, gefunden, dem ich das Material und die Darstellungsmethod« 
zur Verfiigung gestellt habe*. Einige chemische Beobachtungen abe: 
habe ich im Rahmen der hier zur Verfiigung stehenden Mittel selbst 
anstellen und durch mikroanalytische Bestimmungen (ausgefiihrt von 
Herrn Dr. Fr. Fischer am hiesigen chemischen Universitatsinstitut } 
erginzen kénnen. So sparlich die gewonnenen Ergebnisse auch sind, 
wird ein vorlaufiger kurzer Bericht tiber dieselben vielleicht gerecht- 
fertigt erscheinen, da es sich wohl umdie ersten einigermaBen gesicherten 
Angaben iiber die chemische Zusammensetzung dieser an der Grenze 
autonomen organischen Lebens stehenden ultramikroskopischen Gebilde 
handelt. 

Qualitatives. 

Die nachfolgenden Angaben beziehen sich auf konzentrierte, gereinigte 
Aufschwemmungen von Bakteriophagenteilchen des eingangs bezeichneten 
Typs. Diese Aufschwemmungen sind wie nach dem Ausgangsmateria! 

! Schlesinger, diese Zeitschr. 264, 6, 1933. Den untersuchten Bakterio 
phagentyp bezeichnen wir mit ,,WLL*; lytisch maximal wirksam ist det 
selbe gegen B. coli ,,88**. 2 H. Schiller am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
Medizin, Abt. Physiologie (Dir.: Prof. Meyerhof), fand selbst bei Priifung 
einer Probe, die 4. 10'* aktive Teilchen — entsprechend nach 8. 309 etwa 
15mg Trockensubstanz enthielt, mit der Warburgschen Methode keine 
nachweisbare Atmung und Garung; d. h. der Q-Wert einer etwa vorhandenen 
Atmung bzw. Garung liegt sicher unter 2. (Persénliche Mitteilung von Herrn 
Dr. Schiiler). — Diesen Befunden, welche auf der Méglichkeit beruhen, hin- 
reichende und definierte Substanzmengen zum Versuch heranzuziehen, 
kommt natiirlich eine ganz andere Bedeutung zu, als den ebenfalls negativen 
Ergebnissen friiherer Untersucher, die erhalten bei mengenmaBig unl 
stimmtem, jedenfalls aber um mehrere Zehnerpotenzen geringerem Phagen 
gehalt zu keinerlei Schliissen berechtigten. 
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id dem Gewinnungsverfahren! von vornherein wahrscheinlich und durch 
lie auf S. 310 erwahnten Befunde, insbesondere auch die serologischen, 
hestatigt als von grobteiligen Beimengungen, ebenso wie von hoch- 
lispersen oder gelésten Verunreinigungen jeder Art weitgehend frei zu 
hetrachten. Sie stellen ein in der Durechsicht rétlichbraunes (7' yndall- 
Farbung) und fast klar erscheinendes Sol dar, das in der Aufsicht dichte 
blaulichweiBe Triibung zeigt. Durch Schleudern bei 15000 Touren erhalt 
man die Phagenteilchen als Sediment, das die Konsistenz einer lockeren 
Gallerte und die gleichen optischen Eigenschaften wie das Sol zeigt. Ein 
Trépfehen des Sols, auf dem Objekttrager getrocknet, hinterlaBt einen 
glasigen, spréden, durchsichtigen Riickstand. Durch iiberschiissigen Al- 
kohol, gesattigte (NH,),8O,- und MgSO,-Lésung, konz. Schwefelsiure, 
Villons Reagens wird das Sol ausgeflockt. Bei Alkalizusatz bis zu einer 
Konzentration von n/50 bis n/20(NaOQH oder NH,OH) erfolgt augen- 
blicklich fast véllige Aufhellung der Triibung. Diese Erscheinung ist nach 


dem Ergebnis von Zentrifugierversuchen angestellt allerdings erst nach 
mehrstiindigem Stehen — nicht einfacher Quellung, sondern der Auflésung 


der Teilechen zuzuschreiben. Bei Neutralisierung durch Saéure tritt wieder 
Triibung auf. 


! Beziiglich der Einzelheiten muB auf Zeitschr. f. Hygiene 114, 746, 
1933 und diese Zeitschr. 264, 6, 1933 verwiesen werden, hier seien nur kurz 
einige seither zur Verarbeitung gréBerer Mengen eingefiihrte Anderungen 
mitgeteilt: 100 Teile der Na-Lactat-N H,Cl-Nahrlésung werden mit 2 Teilen 
B. Coli-Kultur (Stamm ,,NO 14°‘) und 1 Teil ,,WLL*-Lysat versetzt und 
das Gemisch in Portionen von je 10 cem auf Petri-Schalen verteilt. Nach 
2 Tagen Aufenthalt im Brutschrank Filtration durch eine gepreBte Lage 
aufgeschwemmter Filterpapierfasern (eventuell mehrmals  wiederholt; 
Kerzen werden wegen der raschen Verstopfung und Gefahr von Verlusten 
vermieden) und Anreicherung mit Hilfe  eisessigkollodiumiiberzogener 
Ballonfilter. Entsprechend bemessenes Zentrifugieren bei 15000 Touren 
dient zur Entfernung gréberteiliger Verunreinigungen, einschlieBlich der 
restlichen Bakterien. Zur Entfernung héherdisperser Beimengungen wird 
dann durch langeres Schleudern bei niedrigerer Schichthéhe der iiber- 
wiegende Teil der Phagenpartikel in den Bodensatz gebracht, die iiber- 
stehende Fliissigkeit méglichst vollstandig entfernt und durch doppelt 
destilliertes Wasser ersetzt (Verdiinnung des nicht abtrennbaren Restes 
etwa 1: 200). Das Sediment wird sehr griindlich zu einem Sol von der im 
Text beschriebenen Beschaffenheit aufgeteilt und vor Wiederholung der 
Waschung mehrere Stunden oder iiber Nacht stehengelassen, um die Teilchen 
méglichst ausgiebig ,,auszulaugen’. Fiir die chemische Untersuchung 
wurden Praparate verwendet, die mindestens dreimal gewaschen waren. 

Fiihrt man die Reinigung im Laufe eines Tages durch und zahlt den 
Gehalt des frisch gewonnenen Priaparats an aktiven Teilchen biologisch, 
so findet man noch kaum eine EinbuBe (10! und mehr aktive Teilchen 
pro cem). — Die im Text weiter unten erwaihnte Aufhellung der Sole durch 
Alkali ist von einem augenblicklich einsetzenden, rapiden Verschwinden 
der Aktivitat begleitet. Geringere Alkalikonzentrationen, die das optische 
Verhalten nicht merklich andern (die Grenze liegt zwischen n/200_ bis 
n/100 NaOH), beeinflussen bei kurzer Einwirkungsdauer auch die Aktivitat 
nicht. Die Anregung zu diesem Versuch verdanke ich Herrn Prof. Bordet, 
Briissel. 








M. Schlesinger: 


Farbeversuche. 

Durch Loéfflers Methylenblau, sowie Carbolfuchsin wird die am Objekt 
triger angetrocknete und durch Hitze oder Alkohol fixierte Aufschwemmuny 
sehr viel stdrker angefarbt als parallel behandelte Praparate von Col 
bakterien und EiereiweiB. Die Phagenpraparate sind gramnegativ, zeige 
jedoch eine gewisse ,,Séurefestigkeit‘' insofern, als die Entfarbung im g 
brauchlichen Salzséurealkohol langsam und unvollstandig ist. 


EiweiBreaktionen, 

Die Lésung der Bakteriophagenteilchen in Natronlauge lést den aut 
CuS0O,-Zusatz zunichst erscheinenden Niederschlag mit violetter Farbe 
auf. Der eingetrocknete Riickstand einer Phagenaufschwemmung wird bei 
Erwarmung mit konz. HNO, hellgelb gefarbt, die Farbe geht durch NH,OH 
in Orange iiber. Die auf Zusatz von Millons Reagens ausfallenden Flocken 
farben sich beim Erhitzen rot, waihrend die Fliissigkeit farblos bleibt. Bei 
der Reaktion von Hopkins-Cole konnte ein sicherer Ausschlag nicht beob 
achtet werden. Negativ ist die Schwefelbleiprobe. Nach fiinfstiindige: 
Hydrolyse in 15 vol.-%iger H,SO, bei 80° ist die Biuretreaktion ver 
schwunden; Millons Reagens erzeugt keine Flockung mehr, die geringe 
Farbanderung der Fliissigkeit gegen Rot ist wegen der gelblichen Farbung 
des Hydrolysats schwer festzustellen. Alle Reaktionen wurden wiederholt, 
sowohl an durch mehrfaches Waschen in der Zentrifuge gereinigten Auf- 
schwemmungen, als der durch Schleudern vom gré8ten Teil des Phagen- 
gehalts befreiten Fliissigkeit durchgefiihrt, um etwaige Verunreinigungen 
als Quelle der beschriebenen Effekte auszuschlieBen. In diesem Zusammen 
hang sei auch auf die bereits friiher! beschriebene Tatsache hingewiesen, 
daB in den gewaschenen Phagenpraiparaten durch Verimpfung steigender 
Mengen selbst der konzentrierten Aufschwemmung an Kaninchen und 
Priifung des Serums, bakterielles Antigen nicht mehr nachweisbar ist. 


Fette bzw. Lipoide. 

2cem einer gereinigten Aufschwemmung (mit etwa 6 mg_ Trocken- 
substanzgehalt) werden mit dem doppelten Volumen reinsten Athers in eine 
Glasréhre eingeschmolzen und unter taglich mehrfach wiederholtem Schiitteln 
durch 10 Tage im Brutschrank gehalten. Nach Verdampfen des abgetrennten 
Athers bleibt eine Spur vom Riickstand zuriick, der in Ather leicht léslich 
ist und bei gelinder Erwarmung schmilzt*. In der wasserigen Aufschwemmung 
ist durch die Behandlung mit Ather irgendeine sichtbare Anderung nicht 
erfolgt. Die Wiederholung der Extraktion nach der Hydrolyse (5 Stunden, 
H,SO, usw. wie oben) liefert eine weitere Fraktion atherléslicher Substanz, 
die an Menge die erste iibertrifft. 


Kohlenhydrate. 


Angereicherte, jedoch nicht gewaschene Praparate des Phagen geben 
die Reaktion nach Molisch auBerordentlich stark. Nach der ersten Waschung 
ist die Reaktion noch deutlich, nach der zweiten auBerst schwach vor- 
handen; nach der dritten bis fiinften tritt sie entweder gar nicht oder erst 


1 1.e. 8. 306. — * Durch Carbolfuchsin wird der Riickstand intensi\ 
angefarbt, die Entfarbung durch Salzséurealkohol ist sehr schwer; vielleicht 
besteht hier ein Zusammenhang mit der im Absatz ,,Farbeversuche” 
erwahnten Saurefestigkeit. 
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nach Stunden andeutungsweise auf!. Nach vorangehender Hydrolyse 
erhalt man allerdings einen schwach positiven Ausfall der Reaktion regel- 
maBiger. 

Trockensubstanzbestimmung. 

3,7 ccm einer dreifach gewaschenen Aufschwemmung, die laut ultra- 
mikroskopischer Zahlung? 3,2 .10'!% Phagenteilchen enthalten, werden im 
Vakuum eingedampft. Das Gewicht des bei 70° iiber P,O,; bis zur Gewichts- 
konstanz getrockneten Riickstandes betragt 13,7 mg. Einem einzelnen 
Phagenteilchen entspricht demnach ein Trockengewicht von 4,3. 107! mg 
und einer Kugel von diesem Gewicht kame — die Dichte zu 1,3 an- 
genommen — ein Durchmesser von 85 mu zu. Vergleicht man diesen 
Durchmesserwert mit der aus quantitativen Zentrifugierversuchen® be- 
rechneten GréBe von 90 bis 100 mu, die vielleicht etwas, jedoch sicher nicht 
mehr wesentlich unterhalb des richtigen Wertes liegt, so ergibt sich fiir die 
Phagenteilchen ein auffallend hoher Gehalt an Trockensubstanz (50% 
oder mehr)?. 


Parallel mit Teilchenzihlungen wurde die Trockensubstanz- 
bestimmung noch zweimal ausgefiihrt und ergab fiir das Trocken- 
gewicht eines Einzelteilchens 4,6. 10-' mg bzw. 5,0. 10-® mg. 


1 0,2cem Aufschwemmung (meist mit einem Gehalt von etwa 0,5 mg 
Phagentrockensubstanz) werden in einem konischen Réhrchen mit einer 
Ose alkoholischer a-Naphthollésung versetzt und unter Kiihlung vor- 
sichtig mit konz. H,SO, unterschichtet. Unter den gleichen Bedingungen 
fiihren 0,002 mg Rohrzucker oder Starke noch zur Ausbildung eines erkenn- 
baren violetten Ringes. Fiihrt man die Reaktion nach Eintrocknen auf dem 
Objekttrager auf die von Molisch fiir die Untersuchung von Pflanzenteilen 
angegebene Art (Emich, Lehrb. d. Mikrochemie, 1926, S. 229) aus, so erhalt 
man bei gereinigten Phagenpraparaten ebenfalls ein negatives Ergebnis, 
wahrend die gleiche Probe, etwa mit Coli-Bakterien angestellt, eine intensive 
Violettfarbung ergibt. Mit Reduktions- und Pentoseproben konnte auch 
nach Hydrolyse ein Ausschlag nicht nachgewiesen werden. — * Die Zahlung 
wird vorgenommen nach 10 Minuten Zentrifugieren bei 5cm Schicht- 
héhe und 15000 Touren, das zur Entfernung eventuell vorhandener grob- 
teiliger Verunreinigungen dient, aber vor den eigentlichen Waschungen (siehe 
diese Zeitschr. 264, 6, 1933 auf S. 9 und 10); die mit letzteren verkniipften 
Verluste werden bei der Berechnung beriicksichtigt. Die Ergebnisse der 
ultramikroskopischen Zahlung wurden durch die biologische Auswertung 
kontrolliert (siehe diesbeziiglich Zeitschr. f. Hygiene 115, 774, 1933). — 
’ Schlesinger, Zeitschr.f. Hygiene 114, 746, 1933 auf 8. 751, sowie 114, 161, 1932. 
— 4 Etwa 50°, Trockensubstanzgehalt erhalt man, wenn fiir den ,,wirk- 
lichen‘* Teilchendurchmesser 110 my angesetzt wird. Dieser GréSenwert 
kann wohl als obere Grenze gelten, auch bei Beriicksichtigung der Unsicher- 
heit in bezug auf das spezifische Gewicht der Teilchen (siehe diesbeziiglich 
Zeitschr. f. Hygiene 114, 161, 1932) usw. Auch andere Beobachtungen, 
wie die Filtrationsergebnisse von Elford und Andrewes (Brit. J. Exper. 
Pathol. 18, 446, 1932) und die Sattigungszahlen der Phagenbindung an 
Jakterien (Schlesinger, Zeitschr. f. Hygiene 114, 149, 1932) machen einen 
110my noch iibersteigenden Durchmesser unwahrscheinlich. Weiter ist 
zu bemerken, daB zum ,,Wassergehalt** der Teilchen unter Zugrundelegung 
der Sedimentationsgeschwindigkeit nicht bloB das eingeschlossene bzw. 
imbibierte Wasser gehért, sondern auch die auBere Solvathiille, soweit sie 
sich mit den Teilchen ohne Geschwindigkeitsabfall mithewegt. 








M. Schlesinger: 


Da die erhaltenen Werte unerwartet hoch sind, miissen wir kurz 
die beiden Fehlerquellen besprechen, die in dieser Richtung von wesent- 
lichem EinfluB sein kénnten. Einerseits kamen kristalloide bzw. hoch- 


disperse Verunreinigungen in Frage, die das Gewicht des Riickstandes 
erhéhen, ohne im Ultramikroskop sichtbar zu sein. Diese werden aus 


geschlossen durch die Beobachtung, daB bereits eine zweimal gewaschene 
Aufschwemmung falls man die Verluste an Phagenteilchen selbst 
beriicksichtigt — ihren Substanzgehalt durch weitere Waschungen 
nicht merklich andert, wie auch durch den Umstand, daB der Trocken- 
rickstand mit der nephelometrisch gemessenen Lichtstreuung der 
Aufschwemmungen parallel geht. Andererseits kénnten grobteilige! 
Verunreinigungen oder Flocken, die im Ultramikroskop als Einze!- 
teilchen gezihlt werden, aber um ein Vielfaches schwerer sind als letztere 
ein zu hohes Trockengewicht vortéuschen. Hiergegen spricht aber 
zunachst der unmittelbare Augenschein des nahezu homogenen ultra- 
mikroskopischen Bildes. Eine irgendwie in Betracht kommende Bei- 
mengung von Bakterienbruchstiicken wird durch die 8S. 308 erwahnten 
serologischen Versuche widerlegt. Gegen eine Aggregation der Phagen- 
teilchen endlich, die eventuell im Verlauf der Anreicherung eingetreten 
sein kénnte, spricht die vergleichende ultramikroskopische und biolo- 
gische Zaihlung vor und nach der Anreicherung. 


Elementaranalyse (nach Pregl). 


C-H- Bestimmung. 4,157 mg Substanz ergibt, im Sauerstoffstrom 
verbrannt, 2,260 mg H,O und 6,290 mg CO,, entsprechend 6,09% H und 
41,36°% C. Der Riickstand wiegt 0,730 mg und auf ,,aschefreie Substanz’ 
umgerechnet wiirde man 7,38 H und 50,06°, C erhalten. Da jedoch der 
Riickstand (siehe diesbeziiglich die Ergebnisse der P-Bestimmung), wenig- 
stens zu einem groBen Teil von der organischen Phagensubstanz herzu- 
riihren scheint, diirfte es nicht begriindet sein, das Aschegewicht abzuziehen. 
Die Verbrennung wurde unter Uberschichtung mit K,Cr,0,; wiederholt, 
wobei auf 2,774 mg Substanz 1,580 mg H,O und 4,270 mg CO,, das ist 
6.37%, H und 41,98°%, C, erhalten wurde?. 


N-Bestimmung (Mikro-Dumas). 3,220 mg Substanz ergeben 0,363 ccm 


N, (20°, 765 mm) entsprechend 13,2°, N. P.Bestimmung. Der bei der 


ersten C-H-Bestimmung erhaltene Riickstand ergibt einen Niederschlag 
von 8,680 mg Ammoniumphosphormolybdat, entsprechend 17,8 P (oder 
54,59, PO,), bezogen auf die Asche (korr. Gewicht, siehe FufSnote °), 


1 Fremdteilchen von gleicher GréBe, wie die Phagenpartikel kénnten 
— gesetzt, daB solche vorhanden waren — das Ergebnis nicht wesentlicl 
falschen, da sie ja gleichzeitig und wohl auch in annahernd gleichem Mate 
Teilchenzahl und Riickstandsgewicht erhéhen wiirden. — * Aus dem Ver 
gleich dieser Zahlen mit den bei der ersten Verbrennung erhaltenen folxt 
fiir deren schwarzlich gefarbten Riickstand ein Gehalt von 0,03 mg a: 
nicht verbranntem Kohlenstoff. Das korrigierte Aschegewicht betriive 
demgemaB 0,700 mg. 
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nd 3,0°, P, bezogen auf die Substanz. (Es war von vornherein wahrschein- 
ch, daB die aus dem Verbrennungsriickstand erhaltene P-Menge etwas 
1 niedrig ist.) 

Unmittelbar an der Phagensubstanz ausgefiihrt ergibt das Verfahren 
iuf 4,010 mg Substanz 10,130 mg Niederschlag, das ist 3,7°, P. Es handelt 
sich hierbei um ein /tin/mal gewaschenes Praparat. (Die bei Herstellung 
desselben erhaltene letzte Waschfliissigkeit ergab insgesamt bloB 2,115 mg 
Phosphormolybdat, was ungefaéhr dem Phosphorgehalt des in der Wasch- 
fliissigkeit verbliebenen, nicht abgesetzten Anteils der Phagenpartikel 
entspricht. Umgerechnet auf die 0,750 mg Trockenriickstand erhalt man 
namlich 4,1% P.) 

Das Ergebnis der Elementaranalyse lautet zusammengefabt : 
C 42.0%, H 6.4%, N 13.2%, und P 3,7°%. Schwefel wurde nicht 
bestimmt. 

Zusammenfassung. 

Die Partikel der untersuchten Bakteriophagenart erscheinen auf 
Grund der qualitativen Proben und des Ergebnisses der Stickstoff- 
bestimmung (13,2 °%,) hauptsdchlich aus Eiweif bzw. Proteiden aufgebaut. 
Der hohe Phosphorgehalt (3,7 °,) legt den Gedanken an Nucleoproteide 
nahe, wofiir sich vielleicht auch die leichte Léslichkeit in verdiinnten 
Alkalien und die intensive Farbbarkeit anfiihren lieBe. Gegen diese 
Auffassung — welche jene Hypothesen in Erinnerung ruft, die den 
Phagen mit der ,,generativen Substanz der Bakterienzelle in Zu- 
sammenhang bringen — scheint jedoch die oft bis zum volligen Ver- 
schwinden fortschreitende Abnahme der Molischschen Kohlenhydrat- 
reaktion im Laufe der Reinigung der Phagenpraparate zu sprechen!. 
Mit hoher Wahrscheinlichkeit ergibt sich jedenfalls aus letzterem 
Befund, daB Polysaccharide am Aufbau der Phagenteilchen keinen 
Anteil haben. Fette oder Lipoide dagegen diirften in den Phagen- 
teilchen vorhanden sein; ein Teil derselben scheint ohne Vorbehandlung, 
ein anderer erst nach der Hydrolyse in den Atherextrakt iiberzugehen. 
Neben den erwahnten Stoffen, aus welchen die Trockensubstanz der 
Bakteriophagenteilchen hauptsachlich besteht, gehért zum Aufbau 
derselben im nativen Zustande natiirlich auch Wasser. Doch sind die 
Teilchen — wie sich durch Vergleich des gewogenen Trockenriickstandes 
mit der ultramikroskopisch bestimmten Teilchenzahl einerseits und dem 
sedimentationsanalytisch gemessenen Teilchenvolumen  andererseits 
ergibt — auffallend wasserarm (Trockensubstanzgehalt > 50°,). 


1 Nach vorangehender Hydrolyse aber meist schwach positive Molisch- 
Reaktion auch bei gereinigten Praparaten. Siehe S. 309. 








Blutzuckersteigerung durch Diastase. 
Von 
Josef Weinmann. 
(Aus dem Histologischen Laboratorium des zahnarztlichen Institutes de: 
Wiener Universitat.) 


(Eingegangen am 30. Juli 1934.) 


Im Verlaufe von Untersuchungen, die sich zur Aufgabe gestellt 
haben, festzustellen, ob zwischen der Zusammensetzung des Speichels 
und dem biologischen Verhalten der Organe der Mundhoéhle Beziehungen 
bestehen, machten wir nebenbei folgende Beobachtungen: Injizierten 
wir menschlichen Speichel', durch ein Berkefeld-Filter filtriert, intra- 
vends oder subcutan einem niichtern gehaltenen Kaninchen, so stieg 
der Blutzuckerspiegel '/, Stunde nach der Injektion um 30 bis 40 mg-°,. 
Wenn diese Steigerung auch nur als gering zu bezeichnen war, so lag 
sie doch weit auBerhalb jeder Fehlerméglichkeit. Speichel von derselben 
Versuchsperson zu gleicher Zeit entnommen, 15 Minuten im Wasserbad 
gekocht, zeigte die blutzuckersteigernde Wirkung des nativen Speichels 
nicht. Der Kohlenhydratgehalt des Speichels selbst konnte als Ursache 
dieses Effektes nicht in Frage kommen; er betrug im héchsten Falle 
20 mg-°,. Wenn man nicht hitzelabile chemische Substanzen als Ursache 
dieser Erscheinung annehmen wollte, kamen nur Fermente in Frage. 
Wegen der bekannten Fahigkeit der Diastase, Starke in Zucker abzu- 
bauen, haben wir zunachst versucht, den Einflu8 der verschiedenen 
im Handel erhaltlichen Diastasepraparate auf den Blutzuckerspiege! 
des Kaninchens festzustellen. 

Sowohl Praparate tierischer als pflanzlicher Herkunft wurden in 
den’ Bereich der Untersuchung gezogen. Die Praparate wurden sowohl! 
intravenés als auch subcutan verabreicht. RegelmaBig war eine Steige- 
rung des Blutzuckers zu beobachten, die bei einigen Praparaten be- 
trichtliche Werte erreichte (bis zu 227%). Diese Steigerung begann 
bei allen Fallen bereits 1/, Stunde nach der Injektion. In zwei Fallen 
erreichte sie bereits nach dieser kurzen Zeit ihren Héhepunkt. In 
anderen Fallen wurden die héchsten Werte erst nach 5 und 6 Stunden, 
in einem Falle erst nach 7 Stunden gefunden. Bei einigen Praparaten 
war auch nach 9 Stunden der Niichternwert noch nicht erreicht. Ein 
proportionaler Zusammenhang zwischen der Verzuckerungskraft der 
Diastase und der Blutzuckersteigerung besteht nicht. Eine Standardi- 
sierung der verschiedenen Diastasepraparate nach dieser Richtung hin 


1 J. Weinmann, Wiener Klin. Wochenschr. 1933. 
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kommt demnach zur Zeit nicht in Frage. Jene Tiere, denen das durch 
Kochen inaktivierte Priparat injiziert wurde, zeigten nur geringfiigige 
Steigerung des Blutzuckerwertes. Im héchsten Falle 9°. Auch bei 
der Inaktivierung der Diastase durch n/10 Saure war eine Steigerung 
des Blutzuckerwertes nicht zu beobachten. Das Verhalten der Tiere 
nach der Injektion war sehr verschieden. Einige vertrugen das Praparat 
ohne irgendwelche Erscheinungen. Andere wieder zeigten unmittelbar 
nach der Diastaseinjektion heftiges Zittern, das spater in vollkommene 
Apathie und Mattigkeit tiberging. Einige Tiere gingen 1 oder 2 Tage 
nach der Injektion zugrunde. Zwei von diesen auch nach Injektion 
des inaktivierten Praparates. 

Die Literatur weist nur wenige Angaben auf, die sich mit dem EinfluB 
des diastatischen Fermentes auf den Blutzuckerspiegel befassen obwohl 
die Beziehungen zwischen Mundspeicheldriisen und Bauchspeicheldriise, 
vor allem. bei Erkrankungen der letzteren, des 6fteren Gegenstand von 
Untersuchungen waren. Rosenfeld! fand, daB Diastase, Hunden und Kanin- 
chen injiziert, den Blutzucker der Tiere deutlich herabsetzte, so sehr, daB 
er die Wirkung der Diastase als insulinartig bezeichnete. Wilson und 
Strieck? konnten zwar die von Rosenfeld beobachtete blutzuckersenkende 
Wirkung injizierter aktiver Diastasepriparate bestiatigen, sie konnten aber 
auch zeigen, daB nach Zerst6rung dieser Fermente dieselbe Wirkung zu 
erzielen sei, so daB sie zu dem SchluB kamen, daB die von Rosenfeld beob- 
achtete blutzuckersenkende Wirkung wahrscheinlich durch noch un- 
bekannte blutzuckersenkende Beimischungen hervorgerufen werde. Eine 
Begriindung fiir diese Differenzen in den Ergebnissen konnten in den bisher 
von uns durchgefiihrten Experimenten nicht gefunden werden. 

Die Frage, ob das Phanomen der blutzuckersteigernden Fahigkeit 
von Diastasepraparaten den fermenteigenen Eigenschaften oder vielleicht 
den Ballaststoffen zukommt, laBt sich nicht so leicht entscheiden. Wir 
haben zwar immer gefunden, daB die durch Kochhitze inaktivierte 
Diastase in keinem Versuch mehr die dem Ausgangsmaterial zukommende 
blutzuckersteigernde Eigenschaft aufwies, sondern sich stets indifferent 
gegen den Blutzucker des niichternen Tieres verhielt. Es ware aber 
immerhin denkbar, daB durch das Kochen blutzuckererhéhende Sub- 
stanzen zerstért werden. Deshalb haben wir noch durch zweitagige 
Einwirkung von n/10 Saure Diastase inaktiviert. Dieses Praparat 
war wiederum indifferent gegeniiber dem Blutzucker. Da aber anderer- 
seits das amylolytische Ferment noch nicht geniigend chemisch bekannt 
ist und sich zur Zeit wohl nicht restlos von Begleitstoffen befreien laBt, 
wurde immerhin mit der Méglichkeit zu rechnen sein, daB die Eigen- 
schaften nicht der Diastase zukommen. Zucker- und Starkebeimengungen 
kommen fiir den Effekt jedenfalls nicht in Frage, denn die in jedem 


1 G. Rosenfeld, Klin. Wochenschr. 10, 637, 1931; diese Zeitschr. 222, 
457, 1930. — 2H. BE. Ch. Wilson u. F. Strieck, diese Zeitschr. 251, 199, 1932. 








J. Weinmann: 





Diastase- 
auswertung | Starkegehalt Zuckerg: 
nach des Priipa- des Pri 
Untersuchtes Menge des verabreichten Wohlgemuth | rates in der rates in 
Praparat Priparates D 30'/37° Menge des Menge 
1g Diastase verab- verah 
baut ab reichten reicht: 


Priparates  Priiparates 


g St. 
Diastase absolu- 05g D. in 10cem phys. 300 0,163 ¢ 0,120 
tum Witte 4/, 000 NaCl subcutan in 0,5 ¢ in 0,5 » 
Dasselbe Dasselbe 300 Dasselbe | Dassellie 
Dasselbe inaktiv 4 -- _ . 
Diastase purum 1g D. in 10cem phys. 200 019 ¢ 019 ¢ 
Witte "/soo NaCl subcutan inlgD. | inlgD 
Dasselbe 05g D. in 10cem phys. 200 Dasselbe | Dasselb: 
NaCl subcutan 
Dasselbe inaktiv Dasselbe - 
Diastase puris- - 0,016 g 0,012 g 
simum Witte in 0,5 ¢ in 05 ¢ 
Dasselbe inaktiv Dasselbe | Dasselbe 
Diastase Witte 25 0,043 g¢ 0,03 g¢ 
U.S. P. Test in 0,5¢ in 0,5 ¢ 
Diastase Merck 1,9g¢ D. in 10cem phys. f 0,03 g 0,0118 ¢ 
absol. 1/90 NaCl subcutan in 2g in 2g 
Dasselbe inaktiv 2g D. in 10 cem phys. Dasselbe  Dasselbe 
NaCl subcutan 
Diastase Merck 0,381 g¢ D. in 10cem phys. 0,08 g 0,039 g 
purissimum NaCl (Zentrifug.) intravenés in Q5¢ | in 0,5¢ 


Dasselbe 0.4236 ¢ D. in 10cem phys. ‘ Dasselbe | Dasselhe 
NaCl (Zentrifug.) intravendés 


Dasselbe inaktiv | 0,482 g D. in 10 cem phys. 
, NaCl (Zentrifug.) intravends 


Diastase Riedel 1g D. in 10cem phys. 
NaCl subcutan 


Taka Diastase Dasselbe 0,57 g 0,56 g¢ 
(Parke Davis) in lg inlg 
Taka aktiv Dasselbe Dasselb« 


Dasselbe inaktiv a re 


Praparat durchgefiihrten Zucker- und Starkebestimmungen kénnen 
wegen der geringen Konzentration der Substanzen in diesen Praparaten 
fiir den Effekt ausgeschlossen werden, wie ja auch der negative Ausgang 
der durch Kochen inaktivierten Praparate zeigte. Es lit sich damit 
schon mit gré8ter Wahrscheinlichkeit sagen, daB es sich um eine dem 
Ferment eigene Eigenschaft handelt. Die beobachtete Erscheinung 
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Blutzuckersteigerung durch Diastase. 





Steigerung 

vom niich- 

Zeit in Stunden nach Verabreichung der Diastase ternen 

Wert auf Anmerkung 
den Maxi- 

malwert 


Blatzucker in mg-9/) nach Hagedorn-Jensen bestimmt 


145 140 


138 134 137 


238 206 »x nach 48 Std. 


x nach 24 Std. 


*x nach 24 Std. 


x nach 48 Std. 


ex nach 13/, Std. 
118 
106 99 | 117 ’ 27 103 103 Al ex nach 24 Std. 


99 | 110 110 | 106 15,7 
97| 97 97 104 104 5 ex nach 48 Std. 


ware nicht sonderlich zu erwahnen, ist doch eine Reihe von Substanzen 
(Ather, Morphium, Adrenalin usw.) bekannt, die eine blutzucker- 
steigernde Eigenschaft aufweisen, wenn nicht der Diastase als kérper- 
eigene Substanz eine Rolle im Kohlenhydratstoffwechsel zukommen 
dirfte. Die Bedeutung unserer durchwegs gleichgerichteten Befunde, 


was die Wirkung der untersuchten Diastasepraparate anlangt, scheint 
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uns darin zu liegen, daB von ein und demselben Organ, namlich von de: 
Bauchspeicheldriise, zwei Produkte geliefert werden, von denen da; 
eine eine blutzuckersteigernde (Diastase), das andere eine blutzucker 
senkende Wirkung (Insulin) hat. Es ware denkbar, daB normalerweis: 
ein Gleichgewicht zwischen beiden besteht und daB bei krankhaften 
Veradnderungen des Pankreas eine Stérung dieses Gleichgewichtes 
vorliegt. Es ware denkbar, daB es Falle von Diabetes gibt, bei denen 
nur eine relative Insuffizienz der Insulinbildung vorliegt, hingegen 
aber eine Mehrproduktion von diastatischem Ferment bei gleich- 
bleibender Produktionsmenge von Insulin. Das individuell verschieden: 
Verhalten der Tiere auf die gleiche Dosis des gleichen Diastasepraparates 
ware mit der individuell verschiedenen reaktiven Steigerung der Insulin- 


produktion zu erklaren. 
Im Speichel selbst liegen die Verhaltnisse sicher viel komplizierter 
als bei den mehr oder weniger reinen Diastasepraparaten des Handels. 


Ist es schon auffallend, daB die Steigerung des Blutzuckerspiegels nach 
Injektion von Speichel in keinem Verhaltnis stand zur starkeabbauenden 
Fahigkeit desselben, so konnten wir auch sehen, daB der Versuch, den 
wir eingangs erwahnt hatten und der uns zu den Untersuchungen ver- 
anlaBt hat, nicht regelmaBig zu reproduzieren war. Wir konnten auch 
beobachten, daB es nach Injektion von filtriertem Speichel zu einer 
Herabsetzung des Blutzuckerwertes (bis 30°,) kommen kann. Man 
muB daher annehmen, daB es im Speichel blutzuckersenkende und 
blutzuckersteigernde Substanzen gibt, die einander entgegenwirken. 


Zusammenfassung. 

Tierische und pflanzliche Diastasepraparate, gelegentlich auch 
Speichel, Kaninchen parenteral einverleibt, rufen regelmaBig eine oft 
betrachtliche Steigerung des Blutzuckers hervor. Diese wahrscheinlich 
deny Ferment eigene Eigenschaft geht durch Hitze- und Saureinakti- 
vierung verloren. 
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Uber den Verbleib des Coffeins im tierischen Organismus. 
Versuche mit Ziegen und Meerschweinchen. 


Von 
Anton Krupski, Alfred Kunz und Felix Almasy. 
(Aus dem Institut fiir interne Veteriniérmedizin der Universitat Ziirich.) 
(Eingegangen am 30. Juli 1934.) 


Mit 2 Textabbildungen. 


In einer friiheren Arbeit (1), die wir zur Klarung der Frage nach dem 
Verbleib des Coffeins im tierischen Organismus unternahmen, berichteten 
wir tiber Versuche mit Pferden. 


Diese Untersuchungen zeigten, daB das Pferd bei Verabreichung 
sowohl kleiner als auch groBer Coffeindosen waihrend mehrerer Tage Coffein 
im Urin ausscheidet und da®B die zeitliche Anderung der Coffeinkonzen- 
tration im Blute und im Urin weitgehend parallel erfolgt. Weiterhin fanden 
wir, daB die Coffeinkonzentration im Urin ein- bis dreimal gréBer ist als 
im Blute und dali auch bei sehr groBen Coffeindosen (bis zu 50 mg pro kg 
Kérpergewicht per os) der Coffeingehalt des Blutes den Wert von etwa 
15mg in 100cem nicht iiberschreitet. In diesen Versuchen wurden ins- 
gesamt 7 bis 16%, der eingegebenen Coffeinmenge im Urin ausgeschieden. 

Um einen Vergleich mit den Literaturangaben zu erhalten, schien es 
wiinschenswert, das Verhalten von Kleintieren gegeniiber Coffein zu priifen, 
da die Untersuchungen friiherer Autoren mit Kaninchen, Ratten, Tauben usw. 
angestellt worden sind (2). 


In vorliegender Arbeit berichten wir iiber die Verbleibsdauer des 
Coffeins im Meerschweinchenorganismus (A), sowie tiber die Verteilung 
des Coffeins im Organismus der Ziege (B). 


A. 
Um die zeitliche Abnahme des Coffeingehalts im Meerschweinchen 
nach einmaliger Coffeinverabreichung per os festzustellen, gingen wir 
in folgender Weise vor: 


14 Meerschweinchen im Gewichte von 300 bis 830g bekamen nach 
24stiindigem Hungern (zur Entleerung des Magen-Darmtractus) 7 cem 
einer 5°/, igen Coffeinlésung (35 mg Coffein) per os, die wir mit einer feinen 
Sonde verlustfrei in den Magen einfiihrten. Die Versuchstiere wurden in 
Zeitabstaénden von 2?/,, 3, 5, 6 (zwei Tiere), 18, 22'/,, 48 (drei Tiere), 119 
(zwei Tiere), 167 und 216 Stunden, von der Coffeinverabreichung an ge- 
rechnet, durch Nackenschlag getétet, in toto zerkleinert und im erhaltenen 
Brei das Coffein nach A. Kunz (3) bestimmt. Der Leerwert betrug pro 
Meerschweinchen etwa 0,2 mg Coffein. Der Urin sowie der Kot sind separat 
gesammelt und taglich analysiert worden. Die erhaltenen Ergebnisse sind 
in Abb. 1 wiedergegeben. 








A. Krupski, A. Kunz u. F. Almasy: 


Der Verlauf der Kurve, die die zeitliche Anderung des Coffe: 
gehalts im Meerschweinchenorganismus darstellt, liBt erkennen, (3 
bei einmaliger Gabe von 35 mg Coffein pro Tier der Coffeingehalt iy 


« 


etwa 47 Stunden auf ein Zehntel der zugefiihrten Menge, d. h. 3,5 my, 
sinkt. Die in diesem Zeitraum im Kot und Urin ausgeschiedene Coffein- 
menge betragt etwa 6mg (vgl. Abb. 2), woraus folgt, daB 25,5 mg 
Coffein in 47 Stunden abgebaut worden sind. Nach 100 bis 150 Stunden 
fanden wir die Meerschweinchen nahezu coffeinfrei. 

Bei der graphischen Darstellung der Ergebnisse konnten wir fest 
stellen, daB der Bezug des Coffeingehaltes der Tiere auf gleiches Kérpe: 
gewicht (mg Coffein pro kg Kérpergewicht) Resultate 
liefert, die sehr stark streuen, was die Durchlegung 
einer glatten Kurve erschwert. Wir gelangten unte: 
der Annahme, dai der Abbau und die Ausscheidung des 
Coffeins bei Kleintieren nur wenig vom Gewicht ab- 
hangen, zu einer viel besseren graphischen Darstellung 
der Versuchsergebnisse, indem wir die Unterschiede des 
Koérpergewichts auBer acht lieBen und die pro Tier jeweils 
festgestellte Coffeinmenze 
direkt in die Abb. 1 ein- 
trugen. 


Abb. 2 gibt die Ver- 
haltnisse der Coffeinaus- 
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150 scheidung im Urin und 
Kot wieder. Wie dic 
Kurven zeigen, sind Kot 
und Urin nach etwa 70) 
bis 100 Stunden prak- 
tisch coffeinfrei. Die 
auf diesem Wege aus- 
geschiedene Coffein- 
menge betrug etwa 20°, 
der zugefiihrten Dosis 

Beim Vergleich un- 
serer Versuchsergebnisse 
mit den von Bock 
und Bech Larsen (2) bei 
Ratten und Kaninchen erhaltenen ergibt sich, daB im Meer- 
schweinchen das Coffein wahrend viel langerer Zeit nachzuweisen ist 
Ferner war die im Urin und in den Fazes ausgeschiedene Coffeinmenge 
(in Prozenten der verabreichten Dosis) in unseren Versuchen bis 
zu fiinfmal gréBer als bei den angefiihrten Autoren. Da diese Unter- 
schiede mdglicherweise auf die verschiedene Methodik der Coffein- 
bestimmung zurtickzufiihren sind, beabsichtigen wir, einige von Bock 
und Bech Larsens Versuchen mit der von uns verwendeten Methode 
zu wiederholen. Wir méchten nochmals darauf hinweisen, daB dic 
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Ausscheidungsdauer beim Meerschweinchen einige Tage betragt und 
damit — im Gegensatz zu den bisherigen Anschauungen iiber das 
Verhalten der Kleintiere gegeniiber Coffein — den Werten nahekommt, 
die wir bei Pferden beobachteten. 

B. 

Gourewitsch (2) kam in seinen Versuchen mit Tauben und Kaninchen 
zu bemerkenswerten Ergebnissen iiber die Verteilung des Coffeins im 
Organismus. Nach diesem Autor soll das Gehirn von nicht an Coffein 
gewohnten Tieren eine sehr erhebliche Pradilektion fiir Coffein auf- 
weisen. Dieser Befund konnte von Bock und Bech Larsen nicht bestatigt 
werden. Es schien uns von Interesse, die Frage mit Hilfe der neuen 
Methode von A. Kunz zu untersuchen. Die Brauchbarkeit dieser Me- 
thode ist in Leerversuchen eingehend gepriift worden. Im folgenden 
seien einige Beispiele wiedergegeben!. 
30g Gehirn + 10ccem 1°/,ige Coffeinlésung. Analyse: 9,22 mg Coffein. 
50g Leber + 10 cem 1°/ ige Coffeinlésung. Analyse: 9,22 mg Coffein. 
50 g Nierengewebe + 10ccm 1°/,ige Coffeinlésung. Analyse: 8,97 mg Coffein. 
50 g Muskelgewebe + 10ccm 1°/,,ige Coffeinlésung. Analyse: 9,22 mg Coffein. 

Die Coffeinlédsung wurde in den Leerversuchen mit dem feinzerhackten 
Gewebe vermischt und sofort mit der Analyse begonnen. 

Um die Verteilung des Coffeins im Organismus zu bestimmen, wurde 
folgender Versuch mit einer Ziege durchgefiihrt. Das Versuchstier, eine 
25 kg schwere zum Schlachten bestimmte Gebirgsziege, bekam per os 
(Sonde) 20g Coffein in Form einer 10% igen Lésung. Nach 2 Stunden 
wurde das Tier getétet und in den einzelnen Geweben der Coffeingehalt 
bestimmt. Die Extraktion des Gewebes ist etwa 5 Stunden nach der 
Tétung begonnen worden. Die folgende Tabelle gibt Aufschlu8 iiber die 
erhaltenen Ergebnisse. 





Coffein- Coffein- Coffein- Coffein- 


| 
Material Menge gehalt gehalt ‘Metectel | Menge gehalt | gehalt 


g mg 4 | & mg 6 


Muskel . . . . 100 21,34) 0,02 | Dickdarm, 100 | 17,46 0,02 
Zwerchfell . . . 75 21,82 | 0,03 ohne Inhalt 100 | 11,6 0,01 
MS cy . 100 21,34 0,02 | Dinndarm, 
aoe 28 = 7,28 0,08 ohne Inhalt . . 100 | 19,88 | 0,02 
Gallenblase, Dinndarm .. . | 100 | 20,8 0,02 
mit Inhalt : 10 4,36) 0,04 |Gekrése ....) 100) 184 # 0,02 
Leber .... . | 100 | 24,73 0,02 [Darminhalt . . . || 100 | 32,0 | 0,03 
Lunge ... 100 43,2 0,04 ” - 100 39,8 0,04 
Labmagen ... 100 286 0,03 | Blut, 
Nieren . .... 96 18,0 0,02 1. Bestimmung 25 : 0,03 
Riickenmark . . 16 4,36 0,08 2. ‘“ 25 76 0,03 
re 97 | 18,9! 0,02 


Mittlerer Coffeingehalt der untersuchten Gewebe 0,03 %. 





1 Die Genauigkeit der Coffeinbestimmung in Kérpergeweben wurde 
seit dem AbschluB dieser Arbeit so weit verbessert, daB etwa 97°) des 
Coffeins wiedergefunden werden (3). 
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Wie die Zahlen der letzten Kolonne erkennen lassen, verteilt sic} 
das Coffein in den verschiedensten Geweben und Koérperfliissigkeiten 
— in Bestatigung der Ergebnisse von Bock und Bech Larsen — ziemlic), 
gleichmaBig. Riickenmark und Gehirn vermégen nach diesem Versuch; 
Coffein nicht in erhéhtem MaBe zu speichern. Eine Akkumulation von 
Coffein im Zentralnervensystem (Gourewitsch, Straub) ist demnac}) 
zur Deutung der Reizwirkung des Coffeins nicht als notwendig anzu- 
nehmen. 

Zusammenfassung. 

1. Es wurde bei Meerschweinchen die zeitliche Abnahme des 
Coffeingehalts im Gesamtorganismus, sowie die Ausscheidung durch 
Kot und Urin nach einmaliger Coffeinverabreichung per os bestimmt. 

2. Der Coffeingehalt der Versuchstiere sank in etwa 47 Stunden 
auf ein Zehntel der zugefiihrten Menge, wobei ungefahr zwei Zehnte] 
im Kot und Urin ausgeschieden und sieben Zehntel abgebaut wurden. 
Nach etwa 130 Stunden konnte im Organismus kein Coffein mehr nach- 
gewiesen werden. 

3. Die Coffeinausscheidung durch Kot und Urin betrug ungefalir 
20°, der zugefiihrten Dosis und war nach etwa 90 Stunden beendigt. 

4. Zur Bestimmung der Verteilung des Coffeins im Tierkérper 
wurde ein Versuch mit einer Ziege durchgefiihrt. Dieser ergab, dal 
sich das Coffein in verschiedensten Geweben gleichmaBig verteilt. 


Literatur. 


1) A. Krupski, A. Kunz, F.Almasy, Schweiz. med. Wochenschr. 
64, 191, 1934. — 2) D. Gourewitsch, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 57, 
214, 1907; J. Bock u. R. Bech Larsen, ebenda 81, 15, 1917; E. Friedberg, 
diese Zeitschr. 118, 134, 1921; L. Farmer-Loeb, ebenda 129, 570, 1922. — 
3) A. Kunz, erscheint demnachst. 
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Uber die Proteasen des Frosches. 


Von 
S. R. Mardaschew. 


(Aus der Abteilung fiir vergleichende Biochemie der biochemischen Sektion 
des Instituts fiir experimentelle Medizin der USSR., Leningrad.) 


(Eingegangen am 17. Juni 1934.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Es erschien mir wichtig, die Fermente von Tieren verschiedener Ent- 
wicklungsstufe zu studieren, und ich verglich daher die noch unbekannten 
Proteasen des Frosches mit den bereits erforschten proteolytischen 
Enzymen der warmbliitigen Tiere. Es galt hierbei vor allem zu priifen, 
ob die verschiedene Bluttemperatur dieser Tierklassen einen EinfluB 
auf die Enzymwirkung ausiibt. 


Zur Bestimmung der Tryptase wurden ungefihr 50 Fréschen die 
Pankreasdriisen entnommen, aus denen in der iiblichen Weise entweder 
Ausziige mit 87%igem Glycerin (1:2) oder Trockenpraiparate mit Aceton 
und Ather bereitet wurden. Als Substrat kam eine 15%ige wiasserige 
Gelatinelésung (silverine leaf) zur Anwendung. Die Aufspaltung des Sub- 
strats wurde mit 0,2n alkoholischer Kalilauge nach Willstdtter und Wald- 
schmidt-Leitz verfolgt. Als Indikator diente Thymolphthalein. Die Be- 
stimmung selbst gestaltete sich wie folgt: 10mg der getrockneten Driise 
wurden mit 5cem Puffer vom px = 8,67 und mit 0,3 cem Enterokinase- 
lésung (aus dem Diinndarm von Pferden erhalten) 2 Stunden bei 37° im 
Thermostaten aufbewahrt und dann 5ccm der Gelatinelésung zugefiigt. 
Nach einer Verdauungszeit von 40 Minuten wurde der Inhalt des GefaBes 
in der erwahnten Weise titriert. In einem Kontrollversuch wurde ganz 
entsprechend verfahren, nur erfolgte der Zusatz der Gelatinelésung un- 
mittelbar vor der Titration. Der Hauptversuch zeigte gegen die Kontrolle 
einen Zuwachs von 1,80 cem 0,2 n KOH, wodurch die erhebliche enzyma- 
tische Wirksamkeit des Driisenpulvers erwiesen war. 


Das py-Optimum der Proteinase. 


In den Versuchsansatzen, die zur Bestimmung des px-Optimums 
dienten, kam vor allem Glykokollpuffer zur Anwendung, doch wurde 
das gewiinschte pH auch manchmal durch Zufiigen von Essigsiure oder 
Natronlauge zur Gelatine eingestellt. Die Ergebnisse finden sich in Tabelle I, 
aus der zu ersehen ist, daB das Wirkungsoptimum der Tryptase des Frosches 
bei po = 8,6 liegt. 


Die Abhangigkeit von der Temperatur. 

Zur Ermittlung der Temperaturabhangigkeit der Pankreastryptase 
wurden den friiheren Versuchen entsprechende Ansitze bei verschiedenen 
Temperaturen verdaut und wie iiblich titriert. Es ergab sich ein véollig 
normales Verhalten, das aus der Kurve Abb. | zu ersehen ist. 
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S. R. Mardaschew: 


Tabelle I. 
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Abb. 1. Abb. 2. 


Die Proteasen der Leber. 


Die proteolytische Wirksamkeit der Leber wurde ahnlich derjenigen 


der Pankreasdriise ermittelt. Als Ausgangsmaterial dienten wiede: 
entweder Glycerinausziige oder Trockenpraparate des Organs. = Zur 
Kennzeichnung der Art der Leberprotease wurde die px-Abhangigkeit 
der Gelatinespaltung in der iiblichen Weise verfolgt. : 


Tabelle II. 





Versuch Kontrolle Aziditiitszunahme 


0,2n KOH in cem | 8,5 ; 1,35 
\ 8,6 ; 

Die verschiedenen pH wurden durch Zufiigen von n/10 Essigsaurs 
bzw. n/10 NaOH zu der Gelatine eingestellt. Wegen der geringeren Enzyin 
menge in der Leber verblieben die Ansétze jeweils 24 Stunden bei ce: 
Versuchstemperatur. Die erhaltenen Titrationsergebnisse ergaben, dai 
die Aktivitaéts-py-Kurve zwei Maxima enthalt (Abb. 2), das eine liegt 
bei pu = 4,0, das andere bei po = 8,1. Hierzu ist zu bemerken, da} das 
Maximum im alkalischen Gebiet der Wirkung der Peptidasen zuzuschreiben 
ist, wahrend das Maximum bei px 4,0 auf die Zugehérigkeit der Leber 
protease des Frosches zum Kathepsintyp deutet. Um diese Annahm: 
sicherzustellen, wurde der Einfluf von H,S auf die proteolytische Wirksain- 
keit gepriift. 

0,15 g Trockenleber wurden mit 5 cem gesattigtem Schwefelwassersto!t 
wasser 3 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen und danach 5 ccm 
Gelatinelésung von pu 4 zugefiigt. Nach der Verdauungszeit (bei 3!) 
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wurden die Ansiatze titriert und die Ergebnisse mit den Zahlen verglichen, 
die bei Ansétzen erhalten worden waren, die statt H,S-Wasser dest. Wasser 
enthalten hatten (Tabelle III). Die Ergebnisse lassen eine deutliche Akti- 
vierung durch H,S erkennen. 

Zum SchluB sei noch bemerkt, daB8 Pjatnitzki! bei der Pepsinase des 
Frosches in bezug auf pq-Optimum und Temperaturabhangigkeit ebenfalls 
keinen Unterschied gegeniiber der Pepsinase der Warmbliitler feststellen 
konnte. 


Tabelle III. 





Die Ergebnisse der Titration Der Aziditaitszuwachs 
in ccm 0,2n KOH in ecm 0,.2n KOH 


nach 8 Std. nach 24Std. || nach 8 Std. nach 24 Std. 





V* aktiviert. .... y 1,8 
Kk ‘a a eae 0,8 
V nicht aktiviert. . . 1,4 
| = a5. ; 0,9 


* V bezeichnet den Versuch und K die Kontrolle. 


Tabelle IV. 





Wasseriger , neal , , eas 
‘Guceaaimaaiee Die Aktivie- 8 °/jige Die Aziditit : . 
| aus der Leber Tung mit HS Gelatine in cem 0,2 n Aziditits- 
nach 1/5 Std. KOH zuwachs 
eem - cem 


15 
15 
15 
15 


4,3 1,25 eem 0,2 n 
4.3 KOH 

3,1 

3,0 


Srororor 


Zusammenfassung. 

1. Die Pankreasdriise des Frosches enthalt eine Tryptase, die sich 
in ihrer py- und Temperaturabhangigkeit von der Tryptase der Warm- 
bliiter nicht unterscheidet. 

2. Die Leber des Frosches enthalt eine anscheinend katheptische 
Proteinase, die bei py = 4 optimal wirkt und durch H,S aktiviert wird. 

Prof. J. M. Hejter danke ich aufrichtig fiir die erteilten Anweisungen. 


1 Pjatnitzki, Zeitschr. f. physiol. Chem. 199, 231, 1931; 205, 10, 1931. 
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II. Mitteilung: 
Na-Salze einwertiger Anionen. 
Von 
Bruno Kiseh. 


(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Universitit 
K6ln.) 


(Eingegangen am 15, Juli 1934.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


In Fortsetzung der Versuche tiber spezifische Salzwirkungen 
hypertonischer Lésungen! untersuchte ich zunachst die Wirkung eine: 
m/5 Lésung der Na-Salze von F, Cl, Br, J, NO, und CNS auf die Atmung 
von Saugetiergeweben. 

Die Methode war die gleiche, wie sie in der I. Mitteilung beschrieben 
wurde. px der Nahrlésungen betrug stets 7,4. Immer wurde gleichzeitig 
im gleichen Versuch die Atmung von Schnitten des gleichen Organs in ce 
zusatzlosen Nahrlédsung (NR) und in Nahrlésungen mit den verschiedenen 
m/5 Na-Salzzusatzen beobachtet. 

Um das Material auszunutzen und zugleich den EinfluB des Alterns 
auf die Reaktion zu studieren, wurden die gleichen Versuchsreihen an 
frischem und an 1'/, Stunden in NR auf Eis gealterten Organen ausgefiihrt. 
Die Zusammensetzung der NR war die gleiche wie bei den Versuchen de: 
I. Mitteilung. 

In den graphischen Darstellungen bedeuten die eingeklammerten 
Zahlen die Zahl der Versuchsreihen. Unter den Saulen ist die Art des m 5 
Na-Salzzusatzes angegeben, iiber den Saéulen der Mittelwert des Qo,. Die 
Gasatmosphare war stets reiner Qy,. ; 

Die Versuche wurden teils in NR ohne jeden organischen Nahrsalz- 
zusatz, also an ,,zhungernden‘' Gewebsschnitten, teils in NR mit bestimmten 
Nahrstoffen, also an ,,gefiittertem Gewebe“, ausgefiihrt. 


Die Arbeit ist unter wertvoller Mitwirkung der technischen Assisten- 
tin Frau £. Striebeck durchgefiihrt worden. 


Versuche an hungerndem Gewebe. 
Tabelle I und Abb. 1 geben die Versuchsergebnisse wieder. 


Zunachst ergibt sich auch den Na-Salzen verschiedener Anionen gegen 


iiber das spezifisch verschiedene Verhalten verschiedener Gewebsarten auch: 


des gleichen Tieres. Dieser in einer Reihe friiherer Arbeiten von mir erwieser: 


Tatbestand der spezifischen chemischen Reaktion verschiedener Gewelie, 
auch scheinbar unspezifischen Stoffen gegeniiber, tritt auch hier kraB zutage, 
und diirfte wohl mit in der Verschiedenartigkeit der wirksamen Ferment- 


! Siehe erste Mitteilung, diese Zeitschr. 271, 131, 1934. 
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systeme in den verschiedenen Geweben seinen Grund haben. Diese Ansic! 


wird vor allem durch die vergleichenden Versuche an gefiitterten Geweber 


gestutzt. 


An Abb. 1 fallt zunachst die starke Giftwirkung von NaF an allen 


Geweben, die untersucht wurden, auf. Beim hungernden Gewebe ist (auBer 


Niere 
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Abb. 1. 
Hemmung der Gewebsatmung durch m/5 verschiedener Na-Salze in NR (hungernder Gewebe). 





beim Zwerchfell) die Hemmung der Atmung durch m/5 NaF stets deutlich 
gréBer als die durch alle anderen m/5 Na-Salze. 
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bee 


stel 
star 
and 
schi 
Jod 
mer 
abn 
es § 
sich 
Rat 
atm 
Rat 
ja | 
erre 
Aue 
typ! 
star 
Unt 
alle 
hem 
von 
Auf 
retil 
es ¢ 
star 
schi 


mit 

Atrr 
dam 
dam 
Nur 
wie | 
Vers 


noclk 
gleic 


Res 
und 

CNS 
resis 
wirk 


sind, 


diese 








ile 
Ber 


abe). 


lich 
be- 





Beeinflussung der Gewebsatmung durch hypertonische Lésungen. II. 329 


stehen insofern, als die Nierenatmung der Ratte prozentual durch m/5 NaF 
starker gehemmt wird als die der anderen untersuchten Gewebe. Bei den 
anderen gepriiften Salzen sind die Unterschiede der Wirkung auf ver- 
schiedene Gewebsarten zum Teil noch viel deutlicher. Das gilt z. B. fiir 
Jodid. Bei Rattenniere hemmt es am wenigsten, starker schon bei Ratten- 
niere von Jensen-Sarkomtieren. Ich habe schon friiher! auf das biochemisch 
abnorme Verhalten der Niere von Tumorratten hingewiesen, hier zeigt 
es sich von neuem. Auch die ,,hungernde‘** Meerschweinchenniere verhalt 
sich in dieser Hinsicht anders als die Rattenniere. Wahrend bei der normalen 
Rattenniere (der frischen und gealterten) m/5 NaJ wesentlich weniger 
atmungshemmend wirkt als m/5 NaCl, ist dies bei der Rattenleber, der 
Rattenherzkammer und den anderen untersuchten Organen nicht der Fall, 
ja bei Rattenzwerchfell und beim Jensen-Sarkom ist die durch m/5 NaJ 
erreichbare Atmungshemmung wesentlich héher als die durch m/5 NaCl. 
Auch zwischen der Wirkung von m/5 NaCl und der von m/5 NaBr bestehen 
typische Unterschiede, indem die Atmung durch m/5 NaBr fast stets 
starker gehemmt wird als durch m/5 NaCl. Besonders deutlich sind die 
Unterschiede ferner auch bei den Wirkungen von m/5 Rhodanid. An Niere 
aller untersuchten Tiere wirkt es nach NaJ am schwachsten atem- 
hemmend. Bei der Leber wirkt es tiberhaupt am schwachsten atemhemmend 
von allen m/5 Na-Salzen. Das gleiche gilt fiir frisches Jensen-Sarkom. 
Auf Herzkammermuskulatur wirkt es relativ stark, auf Schafs- und Rinder- 
retina so stark hemmend wie m/5 NaF!. Beim Rattenzwerchfell hemmt 
es die Atmung von allen m/5 Na-Salzen, einschlieBlich m/5 NaF, am 
starksten. Die folgende Tabelle stellt die Hemmungswirkung der ver- 
schiedenen m/5 Na-Salze auf die Gewebe prozentual dar. 


Uber den Wert der Zahlen, die so gewonnen werden, belehrt ein Vergleich 
mit den vor etwa !/, Jahr ermittelten Zahlen der ersten Mitteilung. Die 
Atmungshemmung durch m/5 NaCl wurde gefunden fiir frische Rattenniere 
damals 48%, jetzt 46%; Herzkammer damals 4%, jetzt 0%, Rattenleber 
damals 57%, jetzt 46%; Meerschweinchenniere damals 28%, jetzt 28,8 %. 
Nur bei Retina differieren die Befunde etwas starker, doch ist die Retina, 
wie wir sie verwenden, immer gealtertes Material, das daher in verschiedenen 
Versuchsreihen stark differente Eigenschaften haben kann?. 


Die Vergleichbarkeit der gewonnenen Resultate der Tabellen wird 
noch dadurch erhéht, daB jede Versuchsreihe gleichzeitig an Schnitten des 
gleichen Materials ausgefiihrt wurde. 


Als besonders auffallig sei die schon in der ersten Mitteilung erwiesene 
Resistenz der Herzkammeratmung gegen hohe NaCl-Dosen wieder betont 
und die hohe Empfindlichkeit der Retina- und Zwerchfellatmung gegen 
CNS hervorgehoben, die gerade im Vergleich mit der relativ hohen Cyan- 
resistenz der Zwerchfellatmung?® auffallt. Uber die Fluorid- und Rhodanid- 
wirkung wird alsbald noch mehr berichtet werden. 


Versuche an gefiittertem Gewebe, 
Die gleichen Versuchsreihen, die im ersten Teil dieser Arbeit beschrieben 
sind, wurden nun in Ringerlésung ausgefiihrt, der bestimmte organische 
1 Diese Zeitschr. 253, 347, 1932; 263, 75, 1933. — ? Vgl. Tabelle III, 
diese Zeitschr. 271, 131, 1934. — * Diese Zeitschr. 268, 75, 1933. 
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Nahrstoffe zugesetzt waren, vom Gedanken ausgehend, daB die Spez 
fitat der Salzwirkung an verschiedenen Organen ihren Grund mit | 
einer Beeinflussung bestimmter Fermentprozesse in diesen Organen 
haben diirfte. Diese Ansicht stiitzt sich auf die Erkenntnis, dai 
auch die Oxydationsprozesse der Zelle nicht durch einen einzigen 
Oxydationskatalysator, sondern durch mehrere bedingt werden, wofii: 
unter anderem die eigenen Versuche iiber Cyanwirkungen! einen Beleg 
erbrachten. 

Die Tabelle III bringt 
die einzelnen Versuchs- 


srotokolle. 
- 126 176 E 


Niere. 


io Bei der Niere wurde 

der Einflu8 von Alanin, 

AMLEL 4 TT aE Tae Lactat und Serinfiitteruny 
Rote frisch in NR) Rothe 1halt in NRG) auf die Atmungshemmung 
, durch Na-Salze gepriift. 
a Alle drei Stoffe steigern 
4 33 die Nierenatmung in zu- 
satzlosem NR, wie ich 
. fiir Aminosaéuren zuerst 


. 2 ry 7 .* f4 zeigen konnte? und wie 


es seither auch Krebs be- 


A statigte. 
Das auffalligste Er- 


44 gebnis ist, daB die relative 
Ungiftigkeit von NaJ bei 
0 F Br I NOS 0 F CBr J MOMS 0F 2a JMis | «‘Lactat-, Serin- und Ala- 


Rote frisch in NR Rate T¥zhalt in NR Rate frischinNR  ninfiitterung stark sinkt, 
+0 Alanin (4) + Ys0 Alanin i + so Lactat (3) 





















































wahrend die des Rhoda- 
nids fast unverandert 
230 dug bleibt. Es scheint also, 
da hier die hohe Lipoid- 
177 léslichkeit von Jodid und 
Rhodanid die Sonder 
stellung der beiden Stoffe 
beziiglich ihrer Wirkung 
auf hungerndes Gewebe 
nicht _bedingt. Nak 
0 F CL Br J NOLS OF 02 B J MOONS hemmt auch das ge 


Rotte in NR Rothe 1¥2*alt in NR i] arte Nierenge vel a 
kg Serin (¥) <"hoLactat (i) fiitterte Nierengewebe von 























den gepriiften Salzen 

Abb. 2. maximal, aber bei Alanin- 

Beeinflussung der Atmung von Nierenrinde durch m/5 Na- _ fiitterung relativ weniger: 
Salze in verschiedenen Nahrlisungen. als sonst. 


1 Diese Zeitschr. 263, 75, 1933. — 2 Ebenda 238, 351, 370, 1931; 242, 
26, 436, 1931; 257, 95, 1933; 268, 75, 1993; 271, 420, 1934. 
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Tabelle IV. 


Hemmung der Atmung ,,gefiitterter’ frischer Rattenniere durch 
m/5 Na-Salz. 





Versuchs Hemmung in 9/9 durch m/5 





ane reihen | 0, ~ F Cl Br J NO; | CNS 

.& 1: aaa ees ae 4 18,8 85,1 | 46,3 62,8 64 | 36,2 266 

NR + m/50 Alanin . 4 82,1) 72,0 | 396 433 38,7 | 445 293 

NR + m/50 Serin : 2 27,1) 76,8 554 554 528 | 661 498 

~ NR + m/50 Lactat. . 3 31,3 || 79,9 | 34,5 | 31,0 | 39,9 | 32,9 | 18,2 
Leber. 

-, Bei der Leber ist das auffalligste Ergebnis, da®B bei Lactatfiitterung 


die atmungshemmende Fluoridwirkung nun nicht mehr starker ist als die 
der anderen Na-Salze. Bei der lactatgefiitterten Rattenniere ist die 

ic Hemmung durch m/5 NaF (mit 80°) fast ebenso groB, wie bei der hun- 
gernden (85%). Diese Wirkung betragt bei der Rattenleber 69% ohne und 
64% mit Lactatzufuhr, aber die Hemmung durch die anderen Salze ist 
nun fast ebenso hochgradig wie die des Fluorids, wahrend sie beim hun- 
gernden Gewebe viel geringer war. 


Tabelle V. 


Hemmung der Atmung von Rattenleber durch m/5 Na-Salze. 





Hemmung der Atmung in °/5 
Versuchs- 


Nihrlisung veihen Yo, ||____ roca " 5 Na-Salze 
1 : F Cl Br J NO3 CNS 
See erage er 5 94/692 458 | 596 543 57,4 | 40.4 
NR + m/50 Laetat . 1 11,5 | 63,5 | 65,2 | 65,1 | 67,8 | 73,0 | 63,5 
NR+m/50 , * 4 13,4' 60,5 | 56,0 56,0 61,9 57,5. 50,7 


* Gealterte Gewebe. 


= Zwerch fell. 

/ Beim Zwerchfell ist die Fluoridhemmung bei m/50 Lactatzusatz 
54,5 %, also etwas geringer als in NR (65°,). Hingegen ist die Rhodanid- 
wirkung von 77% in NR auf 59°, gesunken. Auch die Hemmung durch 

A die anderen Salze ist in Lactat-NR geringer. 

. Herzkammer und Retina. 
a Unter Lactat-, vor allem unter PyruvateinfluB, wird die atmungs- 

; £ hemmende Na-Salzwirkung auf die Herzkammer im allgemeinen vermindert. 
Bei Pyruvatzusatz hemmt z. B. m/5 NaF nur noch um 50,5°%), gegeniiber 

. 66% in NR und Nitrat kaum merklich (5°,) gegeniiber 42°, in NR 
Ahnliches gilt von der Retina, bei der m/5 CNS in NR + m_50 Pyruvat 

: um 36% hemmt, in NR um 70°. Auffallig ist jedoch bei Rinderretina 
die verstarkte NaF-Wirkung in NR + m/50 Pyruvat mit 85°, und 80% 

412 in NR + m/50 Lactat gegeniiber 71°, in NR und nur 62°, in NR + m/50 

S A Serin. 


Biochemische Zeitschrift Band 273. 99 
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Abb. 3. Beeinflussung der Atmung von 
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Bei der Retina vermindert. sich 
auch die Rhodanhemmung von 70°, 
in NR auf 62% in NR + m/50 Lactat 
und auf 36% in NR + m/50 Pyruvat. 


Zusammenfassung. 


Die atmungshemmende Wir. 
kung der verschiedenen Na-Salze in 
m/5 Konzentration auf die Gewebs- 
atmung ist verschieden groB, so- 
wohl bei Einwirkung verschiedener 
Salze auf das gleiche, als bei Ein- 
wirkung des gleichen Salzes auf ver- 
schiedene Gewebe. Besonders stark 
atmungshemmend wirkt allgemein 
NaF. NaBr wirkt meist starke 
atmungshemmend als NaCl. m/5Na J 
wirkt am schwachsten auf Ratten- 
niere und Rattenherzkammer, am 
starksten auf Zwerchfell und Leber. 
Rhodanid wirkt am starksten auf 
Rattenzwerchfell, am schwachsten 
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auf Rattenniere. m/5NaCl und NaBr wirken am schwiachsten auf 
die Herzkammer. 

Durch ,,Fiitterung’ wird die atmungshemmende Wirkung der Na- 
Salze typisch beeinfluBt. Bei der Niere z. B. die des Jodids erhéht, 
die des Rhodanids durch Lactat und Alanin vermindert, beim Zwerch- 
fell die des Fluorids durch Pyruvat vermindert, bei Herzkammer 
ebenfalls und vor allem auch die des Nitrats, wihrend bei Retina Lactat 
und Pyruvat die atmungshemmende NaF-Wirkung relativ steigern, die. 
des Rhodanids stark vermindern. 

Normale Niere von Tumorratten wird durch NaJ starker gehemmt 
als die gesunder Versuchstiere. 

Die Intensitat der Atmungshemmung durch m/5 Na-Salze ergibt, 
wenn man nur die Versuche am frischen hungernden Organ beriicksichtigt, 
folgende Reihen. 

Rattenniere: F Br> Cl> NO, > CNS> J 
Rattenleber: P>- Be > NO, > =J>CI>CNS 
Rattenherzkammer: F > NO, > CNS> Br>J>C( 
CNS>F J> NQ,> Br> = (Cl 
F > = Br> CI> CNS 


Rattenzwerchfell : 


Jensen-Sarkom: ‘NOLS ='d 








Beeinflussung der Gewebsatmung durch Ca-Mangel. 
Von 
Bruno Kisch. 
(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Universitit 
Koln.) 
(Eingegangen am 15. Juli 1934.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Untersuchungen wber die Art der Atmungsbeeinflussung durc|, 
Fluorid, tiber die die nachste Mitteilung berichten wird, veranlaften 
eine genauere Priifung der Beeinflussung der Gewebsatmung durch: 
Ca-Salzmangel der Nahrlésung. 


Leibowitz! hat im hiesigen Laboratorium festgestellt, daB die Atmung 
von frischem Nierengewebe in NaCl-Lésung kleiner ist als in CaCl,-haltige: 
NaCl-Lésung, und zwar stets bei (erwachsenen) Katzen und bei Ratten, 
auch in einem Teil der Versuche mit Hunden, nicht aber bei Meerschwein 
chen (nur in einen von elf Fallen) und bei Feldhasen. Normale Ringerlésung 
erwies sich fiir die Atmung isolierten Gewebes férderlicher als Ca-salzfreic 
Ringerl6sung. Ich habe dann? die Versuche in Ca-haltiger (NR) und Ca 
freier Ringerlésung (NR-Ca), an frischem und gealtertem Gewebe von 
Ratte, Meerschweinchen und Katze und gealtertem Nierengewebe von 
Hund und Kaninchen wiederholt und die Atmung in NR stets gréser 
gefunden als in NR-Ca, wahrend dies beim Jensen-Sarkom der Ratte nicht 
immer der Fall war. Lasnitzki* hat neuerdings unsere Erfahrungen an der 
Niere der Ratte bestatigt und ahnliche Verhaltnisse bei Gehirn (graue Su! 
stanz), Leber und Milz der Ratte gefunden, auch bei Dickdarmschleimhaut 
des Kaninchens, wahrend er bei Rattenzwerchfell die Atmung in Ca-salz 
freier Nahrlésung gr6Ber als in NR fand. Bei embryonaler Leber war di: 
Atmungsverminderung in Ca-freier Nahrlésung nur sehr gering *, bei embryo 
naler Niere nicht nachweisbar. Es sei auch noch erwahnt, daB seinerzeit 
O.’Warburg* bei Seeigeleiern die Atmung in Ca-salzfreier Nahrlésung an 
steigen sah. 


Methode. 


In den eigenen Versuchen wurde vergleichend die Atmung frischer 
und 1'/, Stunden auf Eis gealterter Gewebe nach Warburgs Method 
bei 37,5° in reiner O,-Atmosphare untersucht. Die Normalringerlésung 
hatte folgzende Zusammensetzung: 0,9 °, NaCl, 0,023 %, KCl, 0,024 °, CaCl, 
0,026°, NaHCO,; pu betrug bei allen Lésungen 7,4. 

Da die eigenen friiheren Versuche® in Ubereinstimmung mit den E1 
fahrungen anderer Autoren die Annahme veranlaBten, daB Ca-Man 
und andere Anderungen des Salzgehaltes des NR die Atmung durch Beein 


1 J. Leibowitz, diese Zeitschr. 226, 338, 1930. — 2 Bruno Kisch, ebenda 
235, 51, 1931; 237, 226, 1931. — 3 A. Lasnitzki, Klin. Wochenschr. 12, 1224, 
1933. — 4 Diese Zeitschr. 271, 420, 1934; 271, 131, 1934. —*°O. Warbury, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 66, 305, 1910. 
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flussung der Oxydationswirkung der Zellfermente spezifisch beeinflussen, 
wurde auBer den Versuchen an hungerndem Gewebe (Nahrlésung NR) 
auch solche an gefiittertem Gewebe (NR + Lactat, oder Pyruvat, oder 
Alanin usw.) ausgefiihrt. Die Atemwerte sind, wie in unseren friiheren 
Versuchen, stets in den ersten 30 Minuten des Versuchs abgelesen. 


Ergebnisse. 


Abb. 1 gibt statt der Einzelprotokolle das statistisch ermittelte Ver- 
suchsresultat. Die eingeklammerten Zahlen geben die Anzahl der aus- 
gefiihrten Versuchsreihen 
an. Uber den Saulen Leber (Frisch) Herzkammer (frisch) 
sind die Qo,-Mittelwerte ; i 


die weiBe Saule ist die 

Atmung in NR, die 47 f 

schwarze in Ca-salzfreier ‘ ix 

Nahrlé6sung. Rate Meersctm Katze fate ma ye Yi 


noe (@) @ w& () 
In Bestatigung von Zwerchfell frisch) See oni 


Lasnitzkis Angaben fand . gaz 2 a 7 

ich die Atmung auch bei 37 tH (4 ff) 

der Rattenleber in NR-Ca fq J 1 tt 

geringer als in NR. - ad ~ a oO 
Bei der Leber von Niere 

Meerschweinchen und —— Ey 


Katze fand ich das gleiche, 
ebenso bei Retina von 
Rind, Pferd! und Schaf, 
was den ahnlichen Be- 
funden Lasnitzkis bei der 


grauen Hirnsubstanz der "Ratte Magrsohw Meersoim atae Katzen. Gtzen- Sehr 
¢ . nmrache in. alt TISCh erwai ye Saug/in 
Ratte entspriiche. Hin o i; ” Ph) pay | Wi @ 
gegen war bei aller unter- 


suchten Schweineretina 
die Atmung in NR-Ca 
groBer als in NR und 
ebenso bei Retina der er- 


wachsenen Katze. Auch fing Rinder- Plerd Schmegin —_ j 

die Erfahrung, daB af whys a bn alt (5) 
Zwerchfellmuskulatur der Abb. 1. Vergleich der Atmung hungernden Gewebes in NR 
Ratte in Ca-freier Lésung (weiBe Saule) und in NR-Ca (schraffiert). 

eine starkere Atmung hat 

als in Ca-haltiger, bestatigen meine Versuche, und das gleiche fand ich beim 
Zwerchfell ganz junger Katzen und Meerschweinchen. 

Bei der Niere der Ratte bestatigten sich wieder unsere alten Erfahrungen, 
nur daB die Atmungshemmung bei frischer Rattenniere ersichtlich gréBer 
ist als bei gealterter. Bei der Niere des Meerschweinchens liegen die Ver- 
haltnisse ahnlich. Anders jedoch bei den beiden Katzennieren, die ich 
untersuchte. Es handelte sich um zwei etwa 2'/, Wochen alte, saugende 
Katzchen, bei denen in Ca-freier Lésung das frische Nierengewebe nicht 


















































? Die Pferderetina ist vom Glaskérper sehr schwer abpraparierbar, 
was eventuell zu Fehlern fiihren kann. 
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schwacher, sondern eher etwas starker atmete als in NR, bei der gealtertey 
Niere der gleichen Katzen war aber die Atmung in NR etwas héher als in 
NR-Ca. Da diese Ergebnisse andersartig sind als die eigenen alten und die 
von Leibowitz, muB8 wohl angenommen werden, daB sich die Atmung dieser 
ganz jungen Tiere dem Ca-Mangel gegeniiber anders verhalt als die der 
erwachsenen Katze. In der Tat ergab die Nachpriifung unserer Versuche 
an der frischen Niere eines erwachsenen Tiéres wieder das gleiche Resultat 
wie friiher (s. Abb. 1). Das Verhalten der frischen Niere der saugenden 
Katzchen ist also abnorm. Hierin bestirkt auch noch ein anderer Umstand 

Es ist von mir schon oft beobachtet und gelegentlich auch hervor 
gehoben worden, da8 auffailligerweise die Atmung von wenigen Stunden 
lang auf Eis gealtertem Nierengewebe der Ratte etwas hoéher ist als die des 
frischen Gewebes. Der Unterschied ist meist nicht sehr groB (etwa 10°,), 
aber immer wieder nachweisbar. Bei der Niere der jungen Katzchen wai 
dieser Unterschied au®erordentlich viel gréBer und betrug, wie die Abb. | 
lehrt, etwa 70% der Atmung des frischen Gewebes der gleichen Nieren. 

Auffallig war auch das Verhalten der Rinderniere und der Schweine 
niere sowie der Schafniere, bei denen die Atmung in NR und NR-Ca etwa 
gleich stark war. Dasselbe gilt von der Niere von Rinderembryonen, wahrend 
die Niere von Schweineembryonen in NR-Ca um 13% stirker atmete als 
in NR. Bei der untersuchten Pferdeniere war die Atmung in NR-Ca deutlich 
héher als in NR. Vielleicht hangt dies mit einem besonders hohen Glykogen 
gehalt des Organs zusammen (s. weiter unten). Frisches Material stand 
mir in all diesen Fallen nicht zur Verfiigung, sondern nur etwa 2 bis 4 Stunden 
auf Eis gealtertes. Die Embryonen diirften nach dem Urteil der Metzger 
beim Rind ein Alter von 2'/, bis 4 Monaten gehabt haben, beim Schwein 
hatten sie eine Kérperlinge von etwa 10cm. Es lieB sich also in diesem 
Falle beim Rind kein deutlicher Unterschied im Verhalten der Niere jugend- 
licher Embryonen und erwachsener Tiere feststellen, eher war dies beim 
Schwein der Fall. Hingegen fand sich ein deutlicher Unterschied im Ver 
halten der frischen Niere verschiedener Tierarten (z. B. Ratte, junge Katze). 
Einen ahnlichen Unterschied im Verhalten des gleichen Gewebes verschiedenet 
Tierarten fand ich bei Herzkammermuskulatur. Bei der Ratte atmet 
Herzkammer im Mittel in NR-Ca etwas (etwa 10%) schwacher als in NR, 
bei Meerschweinchen und den jungen Katzen jedoch in NR-Ca deutlich 
(etwa 30 bzw. 60%) starker als in NR, und auch bei einzelnen Ratten- 
herzen konnte ich etwas derartiges 6fter beobachten, ebenso beim Herzen 
einer in der Abb. 1 nicht angefiihrten erwachsenen Katze (NR = 6,4, 
NR-Ca = 14,6). 

All dies gilt zunachst nur vom hungernden Gewebe. Bei gefiittertem 
Gewebe andert sich das Bild zum Teil und 148t hierdurch Riickschliisse 
auf die Mechanik der Beeinflussung der Gewebsatmung durch Ca-Salz 
mangel zu. 


Abb. 2 zeigt, daf Rattenniere, bei der die Atmungshemmung durch 
Ca-Mangel am hungernden Gewebe besonders stark ausgeprigt ist (bis 35 °,), 
mit m/50 Alanin, m/100 Lactat oder m/100 Pyruvat gefiittert, in NR-Ca 
eine gréBere Atmung hat als in NR. Die Nahrstoffe, die zur Fiitterung 
benutzt wurden, waren chemisch rein und selbst Ca-frei. Die Tabelle | 
bringt nur die Versuche am frischen Organ. Die viel zahlreicheren Versuche 
an 1'/, Stunden auf Eis gealterter Rattenniere (s. Abb. 2) lehren das gleiche. 


Ganz ahnlich sind die Erfahrungen mit Meerschweinchenniere und 
auch mit Katzenniere, vor allem mit den gealterten. Aber auch bei det 
frischen Niere der untersuchten jungen Katzchen ist die Atmungssteigeruny 





Beeinflussung der Gewebsatmung durch Ca-Mangel. 341 


in NL.-Ca bei Alaninzusatz besonders deutlich. Abhnlich waren die Er- 
fahrungen mit Niere vom Schwein und von Rinderembryonen. 
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Abb. 2. Beeinflussung der Nierenatmung durch Ca-Mangel (schraffierte Saule) 


bei verschiedener Ernihrung. 


Tabelle}I. Beeinflussung der Atmung frischer Rattenniere durch 
Ca-Mangel. 
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Aus Abb. 3 geht das Verhalten der anderen untersuchten Organe 
hervor. Ahnlich wie bei der Rattenniere liegen die Verhaltnisse}bei der 


Retina von Rind und Pferd und Schaf, wahrend sich die Retina von Schwein 
und Katze anders verhalt. 
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Abb. 3. Beeinflussung der Gewebsatmung durch Ca-Mangel (schraffierte Siule) bei verschiedener 
Ernihrung. 


8 











Tabelle ITI. 


Beeinflussung der AtemgréBe der Retina durch Ca-Mangel. 





Tierart Nuhrlisung i Zahl der Bae ss Ro, 2 _____Unterschied 
Versuchsreihen NL. NL-Ca 06 
Rind NR 15 6,2 5,8 — 6,5 
Schaf NR 5 6,1 5,2 —15 
Rind NR-+m/100 Pyruvat 3 12.5 17,5 + 40 
Schaf NR-+m/100 Pyruvat 4 12,8 16,5 + 29 
Rind NR + m/100 Lactat 3 12,0 17,0 + 42 
Rind NR + m/50 Serin 3 3,9 6,0 + 56 
Schwein NR 11 6.0 6,7 +12 
Katze NR 2 Gt 9.4 + 22 
Pferd NR 2 12,3 8.6 — 80 


Im Gegensatz zu dem Verhalten von Niere und Retina zeigt die Ratten- 
herzkammer trotz der starken Atemsteigerung durch Pyruvat doch auch 
bei Pyruvatfiitterung in NL.-Ca eine Atemhemmung und nur bei Lactat- 
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fitterung tritt eine geringe (8%) Atemsteigerung auf. Bei Rattenleber ist 
die Atmung ber hungerndem wie gefiittertem Gewebe in NL.-Ca kleiner als 
vt NL. 

Somit gibt es vier verschiedene Reaktionsarten des Gewebes auf Ca- 
Entzug. 1. Gewebe wie Rattenzwerchfell atmet hungernd und gefiittert 
in NL.-Ca starker als in NL. 2. Gewebe wie Rattenleber atmet hungernd 
und gefiittert in NL.-Ca schwacher als in NL. 3. Gewebe wie Rattenniere 
oder Rinderretina atmet hungernd in NL.-Ca schwacher, gefiittert aber 
starker als in NL. 4. Gibt es Gewebe, auf die Ca-Salzentzug nicht merklich 
atmungshemmend wirkt (hungernde Niere von Schaf oder Schwein). 

Die Niere von Rinderembryonen verhalt sich ahnlich wie Ratten- 
zwerchfell, die Rattenherzkammer ahnlich wie Leber. 

All dies gilt zunachst natiirlich nur fiir die untersuchten Gewebs- 
arten und Fiitterungsarten. 

Die Art, wie Ca-Entzug die Gewebsatmung beeinfluBt, hangt also 
sowohl von der Art des Gewebes (Organ und Tierart) als von seiner Ernahrung 
ab. Bei der groBen Bedeutung, die der letztere Umstand nach den hier 
mitgeteilten Versuchen hat, ist bei dem ermittelten Unterschied der Beein- 
flussung embryonalen und erwachsenen Gewebes, oder des Nierengewebes 
siugender und erwachsener Katzen stets an die Méglichkeit verschiedenen 
Verbrennungsmaterials (auch bei Atmung in NR) zu denken, ohne natiirlich 
die Verschiedenheit der BeeinfluBbarkeit der jeweils wirksamen Oxy- 
dationskatalysatoren selbst auszuschlieBen. 


Schlubfolgerungen. 

Die typische, aber uneinheitliche Beeinflussung der Gewebsatmung 
durch Ca-Entzug bei verschiedenem Material kann in verschiedener 
Art zustande kommen. 

Zunachst kénnte man daran denken, daB die Verbrennung des 
Nahrmaterials durch Ca-Entzug zwar geférdert, seine Bildung aber 
gehemmt wird; denn in keinem Falle wurde bisher bei gefiittertem 
Gewebe eine stirkere Atmungshemmung in NR.-Ca gefunden als _ bei 
dem gleichen hungernden Gewebe. Die Beobachtungen an Rattenniere 
und Rinderretina kénnten so gedeutet werden. Aber die Erfahrungen 
an Leber und Herzkammer sind so nicht deutbar. Ferner kénnte man 
annehmen, daB Ca-Salze einen EinfluB auf die katalytischen Vorgange 
der Nahrungsverbrennung in der Zelle haben. Diese Vorstellung ist 
mit allen Beobachtungen vereinbar, denn die vorwiegend beteiligten 
Fermentprozesse sind wohl, wie friihere Versuche tiber Cyanwirkung! 
u. a. zeigten, in verschiedenen Zellarten und bei verschiedener Er- 
nahrung nicht identisch, und eigene Versuche am Chinon-Ferment- 
modell? lehrten, daB Ca-Salze als Aktivatoren gewisser katalytischer 
Prozesse eine Rolle spielen kénnen. All das JaBt zunachst nur auf die 
komplexe Mechanik des Einflusses der Ca-Salze auf die Zellatmung 
schlieBen. 


1 Bruno Kisch, diese Zeitschr. 263, 75, 1933. — * Derselbe, ebenda 
268, 98, 1933; Bruno Kisch u. U. Hecht, ebenda 271, 424, 1934. 
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Da nun Ca-Salzmangel die Atmung der Rattenherzkammer wii 
der Rattenleber bei Pyruvatfiitterung hemmt, die des Zwerchfelles, de 
Rinderretina und der Rattenniere aber bei Pyruvatfiitterung steigert, 
da andererseits die Atmung von Rattenniere und Rinderretina durc) 
NL.-Ca bei gefiittertem Gewebe gesteigert, bei hungerndem aber gv 
hemmt wird, so lassen unsere Versuche folgenden SchluB zu: 

Die Mechanik der Verbrennungsvorgdnge in der Zelle, deren duperc 
Ausdruck der Sauerstoffverbrauch der Atmung ist, diirfte bei verschiedenen 
Gewebsarten auch unter gleichen Bedingungen verschieden sein und ist bein 
gleichen Gewebe je nach der Art seiner Fiitterung verschieden. 


Zusammenfassung. 


Beziiglich der Wirkung von Ca-Salzmangel auf die Atmung sind 
drei Typen von Geweben zu unterscheiden: 

1. Gewebe, die hungernd und gefiittert in NR-Ca_ schwacher 
atmen als in NR, dazu gehért die Rattenleber. 

2. Gewebe, die hungernd und gefiittert in NR-Ca starker atmen 
als in NR, dazu gehért das Zwerchfell der Ratte. 

3. Gewebe, die hungernd in NR-Ca schwacher (oder unverandert) 
gefiittert (oder mit bestimmten Stoffen gefiittert) aber starker atmen als 
in NR. Dazu gehért Rattenniere und Retina vom Rind und Schaf. 

Die Art der Beeinflussung der Atmung durch Ca-Salzentzug hangt 


also von den spezifischen Eigenheiten des Gewebes und von der Art 
seiner Ernahrung ab. 

Die hier mitgeteilten Erfahrungen kénnen deshalb zunachst nicht 
verallgemeinert werden, sondern gelten nur fiir den Bereich der ge- 
machten Untersuchungen. Bei Verwendung anderen Versuchsmaterials 
und anderer Fiitterung sind die Ergebnisse erst zu ermitteln. 





Die Beeinflussung der Gewebsatmung durch Fluorid. 
Von 
Bruno Kisch. 


é 
(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Universitat 
Koln.) 


(Eingegangen am 15, Juli 1934.) 


Uber die Mechanik der Fluoridwirkung finden sich verschiedene 
Ansichten in der Literatur. Ein Teil der Autoren, wie Vernon', nimmt 
an, daB den Fluoriden eine spezifische biologische Wirkung zukommt, 
wahrend andere, wie Friedenthal?, A. Schlick®, Wieland und Kurtzhahn 4, 
die Fluoridwirkung nur oder hauptsachlich als eine Calciummangel- 
erscheinung deuten, da Fluoridzufuhr zur Bildung von wasserunléslichem 
CaF, fihrt. Die eigenen Erfahrungen iiber die intensive Atmungs- 
hemmung, die NaF an Saugetiergewebe hervorruft®, waren der AnlaB 
zu vorliegender Untersuchung. 

Die Methode war die Warburgsche Manometermethode, die genau 
nach den Angaben der letzten Mitteilung® durchgefiihrt wurde. 

Die Fragestellung war: wirkt Fluorid atmungshemmend nur durch 
Calciumentzug oder durch spezifische Fluoridwirkung ? 

Die Atmungshemmung durch NaF ist meines Wissens zuerst von 
Vernon® bei der kiinstlich durchstrémten Niere beobachtet worden. 
Diese auch nach den eigenen Versuchen gerade bei Nierengewebe 
besonders starke Atmungshemmung durch Fluoride’ ist vermutlich 
ein Grund fiir die schon von H. Schulz® beobachtete Nephritis nach 
Fluoridvergiftung, die andere Autoren ebenfalls beobachtet haben. 

In neuerer Zeit sind von F. Lipmann® in Meyerhofs Laboratorium 
Versuche tiber den Mechanismus der Fluoridwirkung an der Muskulatur 


des Frosches ausgefiihrt worden. Lipmann schloB aus seinen Versuchen, 
daB die Atmung der Muskulatur durch Fluorid schwacher gehemmt wird 
als die Milchséurebildung. Der Oxydationsquotient der Milchsaure wird 
nach Lipmann durch Fluorid stark verkleinert. n/100 NaF soll die 
Milchsaéurebildung um 100°, die Atmung nicht hemmen. SchlieBlich 
ist fiir die Frage nach der Art der Atmungsbeeinflussung durch Fluorid 


1 M.H.Vernon, J. of Physiol. 39, 164, 1909. — * H. Friedenthal, 

Verh. d. physiol. Ges. Berlin 1901 in Arb. aus d. Geb. d. exper. Physiol. 
Jena 1908. — *% A.Schlick, Inauguraldissertation Miinchen 1911. 
* K. Wieland u. G. Kurtzhahn, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 97, 488, 
1923. — 5 Diese Zeitschr. 278, 324, 1934. — ® H.M. Vernon, J. of 
Physiol. 39, 164, 1909; 41, 212, 1910. — * Bruno Kisch, diese Zeitschr. 
278, 324, 1934. — § H.Schulz, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 25, 
326, 345, 1888. — * F. Lipmann, diese Zeitschr. 196, 3, 1928; daselbst 
iltere Literatur. 
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die Feststellung wichtig, wie denn Ca-Salzmangel selbst die Atmung 
beeinfluBt. Leibowitz! hat im hiesigen Laboratorium festgestellt, dai 
die Warmbliiterniere in Ca-salzfreier Nahrlésung eine kleinere Atmung 
hat als in Ca-salzhaltiger, waihrend Vernon (1. c.) noch fiir das gleich: 
Versuchsobjekt auf Grund seiner Versuche zur Ansicht kam ,,that 
calcium salts are unnecessary for the maintenance of tissue respiration’: 

In der vorangehenden Mitteilung ist mit Riicksicht auf die hier 
mitgeteilten Fluoridversuche die Beeinflussung der Gewebsatmuny 
durch Fehlen der Ca-Salze in der Nahrlésung an hungernden und ge- 
fiitterten Schnitten verschiedener Gewebe eingehend gepriift worden. 


Versuchsergebnisse. 
1. Vergleich von Ca-Mangel und Fluoridwirkung. 

Ein Vergleich der friither mitgeteilten Werte der Atmung bei Einwirkung 
von m/5 Fluorid? mit denen in fluoridfreier, calciumfreier Ringerl6sung® 
zeigt, daB die Atmungshemmung durch Ca-Salzentzug bei Rattenniere 
z. B. wesentlich geringer ist als die durch m/5 Fluoridzufuhr erzielbare. 

Es ergab sich z. B. in einem Versuch mit frischer Rattenniere gleich. 
zeitig Qo, in NR: rechte Niere 23,1, linke Niere 20,3; in NR ohne Ca: 
rechte Niere 20,8, linke Niere 18,2; in NR + m/5 NaF: rechte Niere 2,8, 
linke Niere 2,0. 

Schon dieses stets wiederholbare Resultat legt den Gedanken an 
eine spezifische Fluoridwirkung nahe. Man erhalt ein ganz ahnliches Re 
sultat, wenn man einen Teil der Schnitte vor Versuchsbeginn fiir 1 Stunde 
in NR, einen anderen in NR-Ca verwahrt hatte, um den Ca-Entzug wirk- 
samer zu machen. Bezeichnet man die ersteren Schnitte mit A, die letzteren 
mit B, so war die Atmung der B-Schnitte trotz des einstiindigen Bades 
in Ca-salzfreier Lésung in NR-Ca nicht wesentlich im Vergleich zu den 
A-Schnitten vermindert. 

Ein Versuch an frischer Rattenniere ergab Q0, in 





NR NR-Ca NR+m/5 NaF NR+m/5 NaCitrat |NR+m/5 Na oxalat 


12,9 11,8 0,6 8,9 4,3 
12,3 ee _ — — 


Der erwahnte und ahnliche Versuche zeigen ferner, daB m/5 Citrat 
oder Oxalat nicht so intensiv atmungshemmend wirken wie NaF, obwoh! 
diese Stoffe in so hohen Konzentrationen wohl auch schon spezifische 
Giftwirkungen aéuBern werden. Immerhin soll Fluorid schneller in die 
Zelle eindringen als Citrat oder Oxalat, doch ist die Versuchsdauer von 
30 bis 50 Minuten zu bedenken, die wohl ein geniigendes Eindringen al! 
dieser Stoffe in die Zelle in unseren Versuchen gestattet. 

Zur weiteren Klarung der Frage fiihrte ich deshalb folgenden Versuch 
aus. Frische Nierenschnitte wurden (Serie A) '/, Stunde lang in NR, 
andere (Serie B) in NR + m/5 NaF verwahrt. Hierauf wurde von jeder 


1 J. Leibowitz, diese Zeitschr. 226, 338, 1930. — 2? Ebenda 2738, 324, 
1934. 3 Ebenda 273, 338, 1934. 
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Serie je ein Schnitt in NR einer NR-Ca, einer in NR + m/5 NaF ge- 
bracht und die Atmung fiir je 10 Minuten dreimal nacheinander bestimmt. 
Das Protokoll eines von mehreren dieser Versuche (mit frischer Meer- 
schweinchenniere), die alle das gleiche Ergebnis hatten, sei hier mitgeteilt. 





NR-C: NR + mis NaF 
Nihrlésung A a ; be m/5 NaF 





B 


1.—10.” ; 5 d ' 6 2.0 
10.—20.” ) 5, 1 1,3 
20.—30.” ; 6, 0,6 . 1,1 0,5 


Diese Versuche zeigen erstens, da®B die vorhandene Fluoridwirkung 
reversibel ist. Wahrend die Atmung der A-Schnitte in NR mit der Zeit 
wie in allen Atemversuchen absinkt, steigt die der B-Schnitte als Zeichen 
der Erholung an und ist nach !/, Stunde Aufenthalt in fluorfreier NR 
der der A-Schnitte gleich. Diese ersichtlich fortschreitende Erholung 
fehlt in NR-Ca, kommt aber doch darin zum Ausdruck, daB im Gegensatz 
zum A-Schnitt die Atmung in diesen 30 Minuten nicht absinkt, wahrend 
die Atmung der schon mit Fluorid vorbehandelten B-Schnitte in NR + NaF 
fast ebenso deutlich absinkt wie die des A-Schnittes. 

Am bemerkenswertesten fiir die Frage der Fluoridwirkung ist aber 
die zweifellose Erholung der Atmung der im Fluorid vorbehandelten 
Schnitte in NR-Ca. Da nichts zur Annahme berechtigt, da®B in der Zelle 
gebildetes CaF,, wenn die Zelle in NR-Ca gebracht wird, dissoziiert und 
durch Abdiffundieren des Fluoridions Ca in der Zelle wieder frei wird, 
so bleibt nur eines anzunehmen iibrig. Das NaF hat in der Zelle unabhangig 
von seiner Ca-fallenden eine spezifische Giftwirkung und das in der Zelle 
vorhandene Ca ist nur teilweise durch NaF in den angewendeten Konzen- 
trationen als CaF, fallbar. Da® das letztere der Fall ist, lehrt die prompte, 
schon in den ersten 10 Versuchsminuten deutliche Erholung der Zellatmung 
eines mit NaF vergifteten Gewebes in Ca-salzfreier Nahrlésung. Da doch 
ein Teil der Ca-Salze der Zelle durch NaF gebunden wird, geht daraus 
hervor, daB die Erholung des Gewebes in NR deutlicher ist als in NR-Ca 
und daB die Atmung der A- und der B-Schnitte nach dieser Zeit in NR 
etwa gleich groB ist. 

SchlieBlich habe ich mit ahnlichem Erfolge wie an Ratten- und Meer- 
schweinchenniere diese Versuche an Rinderretina ausgefiihrt. 

Als weitere Versuchsanordnung wahlte ich folgende: Die Versuche 
iiber die Wirkung von Ca-Salzmangel auf die Gewebsatmung! hatten 
gelehrt, daB es Gewebe wie Zwerchfell, Meerschweinchenherz, Katzenherz 
gibt, die in NR-Ca eine gréfere Atmung als in NR haben, und daB dies 
z. B. auch bei Niere der Fall ist, wenn sie mit Alanin, bei Retina wenn sie 
mit Pyruvat gefiittert wird. Die Versuche ergaben durchwegs, da auch 
bei Geweben und unter Verhaltnissen, unter denen die Atmung bei Ca- 
Salzentzug anstieg, NaF seine stark atmungshemmende Wirkung ausiibte. 
Ich fiihre hierfiir keine besonderen Protokolle an, da die vorangehende 
Mitteilung zahlreiche Beispiele dieser Art enthalt Auch in solchen Fallen 
erholte sich ein Schnitt, z. B. von Niere, der ?/, Stunde in NR + m/50 Alanin 
t+ m/5 NaF (B) gelegen hatte, sehr gut, wenn er in Ca-salzfreie Ringer- 


1 Diese Zeitschr. 273, 338, 1934. 








losung gebracht wurde und zeigte dann, wie die Schnitte der A-Serie, die 
1/, Stunde in NR + m/50 Alanin gelegen hatten, in NL.-Ca eine gréBere 
Atmung als in NL. Die Tatsache, daB8 auch jene Gewebe, deren Atmuny 
in NR-Ca gréBer ist als in NR, von NaF stark gehemmt werden, sprecher 
ebenfalls sehr dafiir, daB dem Fluorid eine spezifische atmungshemmeni: 
Funktion in der Zelle zukommt. 

Beispiel. Rattenniere 20 Minuten lang ein Teil der Schnitte auf Fis 
in NR + m/50 Alanin verwahrt (Serie A), ein Teil in NR + m/50 Alanin 

m/5 NaF (B). 





NR + m/50 Alanin NR-Ca + m/50 Alanin NR+m/5 NaF + m/50 Alan 


Nahbrlisung 


A d B A 


‘ 


- 


Qo, 3,8 27.6 7, 29,5 1 


2. Beeinflussung der Fluoridwirkung durch Lactatzufuhr. 


Auf Grund der Beobachtungen von Lipmann und Meyerhof (I. c.) 
habe ich ferner beobachtet, welchen Einflu8 Fluorid auf die Atmungs 
steigerung durch Lactat bei Niere und Zwerchfell hat. In den Fallen, 
in denen Lactat die Gewebsatmung in fluoridfreier Lésung steigerte und 
bei Fluoridkonzentrationen, die die Atmung des Gewebes in NR hemmten, 
konnte ich stets auch die Hemmung der Atmung trotz Lactatzusatz fest- 
stellen. Natiirlich mu8 als Vergleich die Atmung des gleichen Gewebes 
nicht in NR, sondern in NR + der entsprechenden Lactatmenge heran 
gezogen werden. Diese Versuche werden noch vergleichend an verschie- 
denen Gewebsarten fortgefiihrt. 


Zusammenfassung. 


Die starke Atmungshemmung durch m5 NaF ist ein reversibler 
Vorgang. 

Die Erholung der Atmung fluoridvergifteter Gewebe findet auch 
gut und schnell in calciumsalzfreier Nahrlésung statt. 

Die Erholung der Gewebsatmung durch Fluoridvergiftung wird 
dutch das Auswaschen eines Teiles des Fluorids und durch Zufuhr von 
Ca-Salzen geférdert. Der Verlauf der Versuche lehrt, daB wenigstens 
ein Teil der Ca-Verbindungen der Zelle nicht als CaF, fallbar ist. Auch 
Gewebe, die bei bestimmter Ernahrung durch Ca-Mangel der Nahr- 
lésung eine Atmungssteigerung erfahren, werden durch Fluorid atmungs- 
hemmend beeinfluBt. Bei frischer Rattenniere kénnen kleinste Na F- 
Dosen (m/500 bis m/700) atmungssteigernd wirken. 

Alles dies ]4Bt den SchluB zu, daB die Atmungsbeeinflussung durch 
Fluorid teils eine spezifische Fluoridwirkung und nur zum Teil eine 
Calciummangelwirkung ist. Bei Geweben, deren Atmung durch Lactat 
gesteigert wird, auBert sich die atmungshemmende Wirkung auch 
kleiner Fluoriddosen trotz gleichzeitiger Lactatzufuhr. 
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Zwei einfache Hilfsapparate fiirs Laboratorium. 
Von 
Bruno Kisch. 


(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Universitat 
K6ln.) 


(Eingegangen am 15, Juli 1954.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. Die Vakuumflasche. 


Am Halse einer Flasche beliebiger Form und Gré8e ist ein Glasansatz 
zum evakuieren und im Hals des hohlen, eingeschliffenen Stépsels ein Loch. 
Eine Drehung des Stépsels, der eingefettet wurde, geniigt nach Evakuierung 
zum luftdichten Verschlu8 des GefaéBes. Durch Riick- 
drehung des Stépsels in seine urspriingliche Stellung kann 
die Luft wieder einstr6men und die Flasche geéffnet 
werden. Bei groBen Flaschen hat der Evakuierungsansatz 
einen Hahn, um Festsitzen des Stopfens nach dem Drehen 
zu vermeiden. 

Zur Aufbewahrung hygroskopischer 
und autoxydabler Substanzen hat sich 
mir dieser einfache Apparat sehr bewahrt. 


II. Sicherheitseudiometer. em 


Im unteren Teile des Rohres eines 
der gebrauchlichen Eudiometer ist eine 
Verengerung mit eingeschliffenem Hahn, 
dessen Verschlu8 eine Kontrolle noch 
vorhandener minimalster Gasentwicklung 
auch ohne dauernde Beobachtung, ob 
etwa noch kleinste Gasblasen aufsteigen, 
gestattet. Eine’ ausreichend _breite Abb. 1. Abb. 2. 
Bohrung des Hahnes la8t ohne Schwierig- 
keit etwa noch im konisch verengten Lumen unter ihm angesammelte 
Gasblasen bei Hahnéffnung in den oberen Teil des Eudiometers zu der 
bereits angesammelten Gasportion aufsteigen. 

Beide Apparate werden von der Fabrik Chemischer Apparate C. Ger- 
hardt in Bonn hergestellt. 




















Die EiweiSstoffe der Tabaksamen. 
Von 
G. Ijin. 
(Aus dem Institut der Tabakindustrie in Krasnodar.) 


(Eingegangen am 20. Mai 1954.) 


Die ersten Studien itiber die EiweiBstoffe der Tabaksamen sind 
von G. Paris (3) ausgefiihrt worden. In weiteren Untersuchungen 
fanden dann H. Vickery und Mitarbeiter (2), daB in den Tabaksamen 
an Eiweifstoffen nur Globuline und in geringer Menge Albumine an- 
wesend sind. 

Fiir Untersuchungen benutzten wir als Ausgangsmateria 
Tabaksamen von éstlichem Typus. Die gemahlenen und im So.hlet-Apparat 
mit Petrolather entfetteten Samen hatten einen Gehalt von 6,04 ° 4 Wasser, 
5,61 % Gesamt- und 5,45 °% Eiwei®stickstoff. Die Abscheidung der Protein: 
erfolete nach Osborne und Strauss (1). 


unsere 


Anfangs beschaftigten wir uns mit der Bestimmung der stickstoff- 
haltigen Bestandteile der Extrakte, die mit den fiir Proteine iiblichen 
Lésungsmitteln aus den Samen nach folgender Arbeitsweise gewonnen 
wurden: 


10 g des Ausgangsmaterials wurden nacheinander mit Wasser, 70 °, igen 
Alkohol, 5° iger Kochsalzlésung und mit 0,5%iger Natronlauge bei 4() 
kraftig durchgeriihrt und nach 1 Stunde abgepreBt. Diese Behandlung 
wurde noch einmal wiederholt, die entsprechenden Extrakte vereinigt, 
dureh Filtrieren und 
Zentrifugieren gekliirt 
und zu je 100 ccm 
aufgefiillt. Uber den 
—  Gehalt an Gesamt- 
stickstoff unterrichtet 
Tabelle I. 


Tabelle I. 





%o 


10 g Samen 


Wasseriger Auszug . 


| 70% jiger Alkoholauszug 


5° iger NaCl-Auszug 


100,00 
22,10 


“1.97 
22°70 


Die Bestimmung 
EiweiBstickstofts 
in den entsprechenden 


des 





0,0672 
0,2047 
0,0085 


12,74 
38,83 
1,64 


0,5 °/oiger Na OH-Auszug 
ee Se cp ee 
Verlust 


Extrakten ergibt fol- 
gende Mengen: 0,1145. 
0,0056, 0,1120, 
0,0599 g, woraus her- 
vorgeht, daB der gesamte Stickstoff in den Ausziigen fast ausschlieBlic! 

in Form von Proteinen enthalten ist. 

Zwecks Trennung der einzelnen EiweiBstoffe auf Grund ihrer ver- 
schiedenen Léslichkeiten in Wasser (Albumine), in 5 °¢iger Kochsalzlésung 
(Globuline) und in 0,5 °%iger Natriumhydroxydlésung (Glutenine) wurden 
50g der praparierten Tabaksamen (N-Gehalt = 2,6355 g) nacheinande! 
mit den angegebenen Lésungsmitteln bei 35 bis 40° extrahiert. Mit ein 
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und demselben Lésungsmittel wurde dreimal je 1 Stunde ausgelaugt, 
indem die Samen mit der Fliissigkeit zusammen zuerst auf 500 cem, dann 
auf 350cem und zuletzt auf 300cem gebracht wurden. Die einzelnen 
fraktionen wurden nach der Filtration durch Papierbrei vereinigt und 
mit Toluol versetzt. Die Extrakte waren vollkommen durchsichtig, schwach 
vefarbt und zeigten durch Opaleszenz ihren kolloidalen Charakter an. Der 
schwach briunliche wasserige Auszug hatte ein py von 7,2, der kirsch- 
farbene Kochsalzauszug von 6,55 und der dunkelbraune alkalische Extrakt 
von mehr als 8,50. In 
je 15cem der vereinig- Tabelle II. 
ten Ausziige wurde der 
Gesamtstickstoff be- Gesamtstickstoff 
stimmt (Tabelle IT). } Sey Sine aie 
Aus den er- 
haltenen Ausziigen 50 ¢@ Samen... re 9 6355 100,00 
wegen ae a ea Wasseriger Auszug. .. 0,521 19,70 
teine durch die je- 5%,iger NaCl-Auszug .| 0,631 23.94 
weils zweckmaBigsten ¢ 0,5%/,iger NaOH-Auszug 0,342 12.97 
Methoden zur Abschei- oe a a 37.40 
dung gebracht. Zusammen: 2,479 94,07 
Zur Fallung der 
Albumine wurden 
100 eem der vereinigten wasserigen Ausziige (675 ecm Fliissigkeit mit 
0,521 g Gesamtstickstoff) tropfenweise mit Essigsiure bis zur schwach 
lackmussauren Reaktion versetzt. Hierbei bildet sich ein hellbrauner, 
kasiger Niederschlag, der nach dem Filtrieren mit Alkohol und Ather ge- 
waschen und im Vakuum getrocknet wird. Sein Gewicht betragt 0,2377 g 
mit einem Gehalt von 14,28 °°, Stickstoff. 
Die Elektrolyse von 500 cem desselben Extraktes ergab einen ahnlichen 
Niederschlag wie oben, der nach der gleichen Behandiung ein Gewicht 
von 0,605 g und einen Stickstoffgehalt von 13,79°, hatte. 
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Die vereinigten Fraktionen des Kochsalzauszuges ergaben 830 ccm 
Fliissigkeit mit einem Stickstoffgehalt von 0,631 g. In 750 cem hiervon 
wurden die Globuline durch Elektrodialyse (18 Volt, 0,25 Amp.) bei 23° 
waihrend 21 Stunden abgeschieden. Danach wird die klare Fliissigkeit 
abgegossen, vom Niederschlag filtriert und der letztere mit 0,5 °oiger Koch- 
salzlésung, 50° igem Alkohol (schwache Triibung im Filtrat) und mit 
Ather gewaschen. Man erhalt einen kristallinischen (Oktaeder), fast ganz 
trockenen Riickstand von 2,1555 g mit einem Stickstoffgehalt von 16,70 °%,. 

Die vereinigten Ausziige mit 0,5°%iger Natriumhydroxydlésung er- 
gaben 830 ccm Fliissigkeit. Zur Fallung der Glutenine wurden hiervon 
800 cem (Stickstoffgehalt 0,342 ¢) unter dauerndem Umriihren mit ver- 
diinnter Salzséure versetzt. Das hierbei erhaltene Koagulat ist anfangs 
schwach grau gefarbt und wird beim weiteren Anséiuern und Stehen der 
Lésung schnell braun. Nach 12stiindigem Stehen wird die iiberstehende 
Fliissigkeit abgegossen und zum Niederschlag das Vierfache seines Volumens 
70% iger Alkohol zugegeben. Der Alkohol wird nach kurzem Stehen ab- 
gegossen, der Niederschlag abfiltriert, von neuem in 0,5°,iger Natrium- 
hydroxydlésung gelést und die Fallung mit Salzséure wiederholt. Nach 
erneutem Filtrieren wird der Niederschlag mit Alkohol und Ather aus- 
gewaschen und im Vakuum getrocknet, wobei er rasch nachdunkelt. Sein 
Gewicht betragt 1,2338 g mit einem Stickstoffgehalt von 12,38 %,. 
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G. Ijin: 


Um einen héheren Reinheitsgrad unseres Albuminpraparates zu e; 
zielen, nahmen wir die Abscheidung der Albumine durch Aussalzen m 
Ammonsulfat vor. Der hierzu verwendete wisserige Auszug wurde dur 
dreimaliges einstiindiges Extrahieren von 50g Tabaksamen mit je 250 ec: 
Wasser bei 18°C gewonnen. Zu 575 cem dieser vereinigten und filtrierte: 
Ausziige wurden 327g Ammonsulfat gegeben, entsprechend drei Vierte| 
der zur volligen Sattigung nétigen Ammonsulfatmenge. Von dem hierb« 
schwach grau gefarbten Niederschlag wird die tiberstehende klare Fliissiz 
keit abgegossen, der Niederschlag abfiltriert, derselbe nochmals in Wasse: 
gelost und dann mit Essigsaure gefallt. Der abfiltrierte Niederschlag wird 
mit Essigséiure bis zur Entfernung des Ammoniaks und dann mit Alkolio! 
und Ather gewaschen. Wir erhielten einen dunkelgrauen Niederschlag von 
1,1485 g mit einem Stickstoffgehalt von 15,83 %%. Glol 
Aus Tabelle III ist zu ersehen, inwieweit die einzelnen Eiweil Kiwe 
stoffe in die Ausziige tibergegangen sind, verglichen mit dem Gesamt- 
stickstoffgehalt des Ausgangsmaterials. ist 1 
ube 
Tabelle III. des | 


Das 





Stickstoff yom Gesamt- dure 
g stickstoff 

BO.e Semen: 6.40. 2.6355 109,00 Glok 
Wiisseriger Auszug. . . 0,5981 22,69 Es ¢ 
5°%,iger NaCl-Auszug. 0,6652 25,24 Ausg 
05° piger NaOQH-Auszug 0.2148 8,15 as 
Set. 6 ee eee 39,68 pes 
60%, 
ist k 
Ungelést bleibt ein nicht unbedeutender Rest an EiweiBstoffen: N-G 

dieser Anteil kann jedoch nicht auf die alkoholléslichen Proteine ent- 
. . . : . . » 0 
fallen, da dieselben nach Tabelle I praktisch nicht vorhanden sind. 2,9 
Bei der Ausfiihrung der gebrauchlichsten qualitativen Eiweili- N-G 

reaktionen mit unseren Praéparaten war die Biuretreaktion in den 
Albumin- und Gluteninlésungen wegen ihrer Eigenfarbungen nichit Tat 


Zusammen: 2.5242 95,76 


zu erkennen; in der farblosen Globulinlésung ist sie positiv ausgefallen. einze 
Wahrend der Elektrolyse der EiweiBlésungen erfolgte die Koagula- 

tion immer an der Anode, somit waren die vorliegenden Kolloide negatiy 

geladen. 
Von den Aschebestandteilen der EiweiBstoffe wurde die Phosphor- 

siure und der Schwefel bestimmt. 
Die Phosphorsaurebestimmung nach Lorenz durch Oxydation mit 

Schwefel- und Salpeterséure ergab: 


Tabelle IV. 
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Der Schwefel wurde nach der Oxydation der Praparate mit Uber- 


hior- und Salpetersaure als Bariumsulfat bestimmt (4). 


Tabelle V. 
lL. Aloo. ke. Sia 2 GIS BS 
2 Giottim ...« +s... «. GSOR8 
uw. GHOCMEON ws kt lt OI 


Zusammenfassung. 


I. In den entfetteten Tabaksamen sind 7,80°, Albumin, 8,50 °;, 
Globulin und 2,75°, Glutenin enthalten. 13,60°, der vorhandenen 
KiweiBstoffe bleiben ungelést. 

Die Anwesenheit des Albumins in den von uns gefundenen Mengen 
ist fir die Tabaksamen, im Vergleich mit anderen Pflanzensamen, 
iuBerordentlich charakteristisch. Es entfallen auf das Albumin 23°, 
des Gesamtstickstoffs, d. h. 7,8°, auf die entfetteten Samen gerechnet. 
Das erhaltene Albumin ist ein dunkelgraues amorphes Pulver mit einem 
durchsehnittlichen N-Gehalt von 16°,. 

Die Globuline zeichnen sich, im Gegensatz zu anderen pflanzlichen 
Globulinen, durch einen wesentlich héheren Gehalt an Stickstoff aus. 
Es entfallen auf sie 25°, des Gesamtstickstoffs, das sind 8,50°, des 
Ausgangsmaterials. Es gelingt nicht, die Globuline aus dem Kochsalz- 
auszug quantitativ abzuscheiden. Die Ausbeuten liegen meistens bei 
60°, des Gesamt-N-Gehaltes der Extrakte. Der Globulinniederschlag 
ist kristallinisch, weiB bis grau gefarbt, und hat einen durchschnittlichen 
N\-Gehalt von 16 bis 18°,. 

Das Glutenin, in wesentlich geringerer Menge gefunden, etwa 
28°, des Ausgangsmaterials, ist braun gefarbt, amorph und hat einen 
N-Gehalt von 14 bis 16°). 

If. Der Gehalt an Phosphor weist erhebliche Schwankungen auf 
Tabelle 1V), wahrend die Unterschiede des Schwefelgehaltes in den 
einzelnen Proteinen nur unbedeutend sind (Tabelle V). 


Literatur. 
1) Abderhaldens Handb. d. biolog. Arbeitsmethod. 8, 383, 1922. 


2) H. Vickery u. Mitarbeiter, Connecticut Exp. Stat. Bull. 339, 1932. — 
3) G. Paris, Bull. tec. 17, Nr. 1, 101, Seafati 1920. 4) E. Toepfer u. 


P. Boutwell. Ind. and Eng. Chem. 2, Nr. 1, 1930. 








Uber nichtfermentative Uricolyse in tierischem Gewebe, 
Von 


D. Miehlin und A. Ryzowa. 


(Aus dem Biochemischen A. Bach-Institut des Volkskommissariats 
Gesundheitswesen in Moskau.) 


(Eingegangen am 15. Juli 1934.) 


Im Laufe unserer Untersuchungen tiber den Purinstoffwechsel dey 
Milchdriise beobachteten wir einen Schwund von Harnsaure, der nicht 
nur in ungekochten, sondern auch in gekochten Extrakten vor sich 
geht. Einen ahnlichen nichtfermentativen Abbau der Harnsaéure fanden 
wir in Extrakten aus Nierengewebe. 


Am Ende des vorigen Jahrhunderts sprach Wiener (1) die Vermutuny 
aus, daB Harnsiure im tierischen Organismus einer hydrolytischen Spaltung 
unterliegt, die zur Bildung von Harnstoff und Glykokoll fiihrt. Die weiter 
Erforschung des Schicksals der Harnsaure im tierischen Organismus betrat 
jedoch fast ausschlieBlich deren fermentative Oxydation. Ausgedehnte 
Untersuchungen in dieser Richtung wurden von Folin und seinen Mit 
arbeitern (2) angestellt. Uber die Fermente der oxydativen Uricolys: 
liegen neuere Arbeiten von Schuler (3) und Kleinmann (4) vor. Die Zer 
stérung von Harnsaéure durch Hamoglobin in den Versuchen von Flatow (5 
und Gomolinska (6) wurde gleichfalls als Oxydation gedeutet. 


Es ist uns gelungen, in dieser Arbeit zu erweisen, daB die fermen. 
tative Oxydation nicht den einzigen Weg der Uricolyse im tierischen 
Organismus darstellt. 

Methodik. 


Die Milchdriise von Kiihen oder Nieren von Ratten oder Kaninchen 
wurden | bis 3 Stunden nach Schlachtung der Tiere sorgfaltig mit Wasse1 
gewaschen und in der Fleischmaschine fein zerkleinert. Das frische Gewebe 
odér Acetontrockenpraparat (hergestellt durch Waschen mit Aceton aut 
dem Filter, Entfetten mit Petrolather und Trocknen an der Luft) wurc 
mit dest. Wasser oder mit m/200 HCl im Verhaltnis 1: 1 (frisches Praparat 
oder 5:1 (Acetonpraéparat) unter Toluol 48 Stunden bei 37° extrahiert. 
Der Brei wurde durch Verbandgaze abgepreBt und die Fliissigkeit durch 
Papierfilter filtriert. Das gelbliche Filtrat hat ein pq von 7,0 bis 7,2. Zu 
den Versuchen wird es sowohl im unerhitzten als auch gekochten Zustancd 
verwendet. Bei 3 bis 5 Minuten langem Kochen auf offener Flamme wird 
ein Koagulum gebildet, das in der Reibschale zu einer Fliissigkeit von 
homogenem Aussehen zerrieben wird. Es wird eine frisch bereitete Lésung 
von Harnséure hinzugegeben, die 0,5 bis 3,0 mg in 1 cem Phosphat- 
puffer px 8,3 enthalt. Die Mischung wird mit Toluol oder Thymol 6 ode: 
26 Stunden bei 37° aufbewahrt. Der Harnséiuregehalt wurde unmittella! 
nach Herstellung der Mischung und iiber verschiedene Zeitintervalle nach 
Folin bestimmt. Die Resultate sind in mg Harnséure pro | g Driisengewele 
berechnet. Zugleich wurden Kontrollproben mit Harnsiure in der ent 
sprechenden Pufferlésung, aber ohne Gewebe angestellt. 





eS DOOD KS OK KH OO 


den 
Sck 
tive 
Pra 
in 1 
zer’ 
and 
pro 
auc 
wir 


Nichtfermentative Uricolyse in tierischen Geweben. 355 


Tabelle Ia. 
Zerstérung von Harnsaéure durch Extrakte aus Milchdriisen von 
Kiihen. 





Harnsdure in mg pro lg , Harnsiure in mg prolg k 
Gewebe Ab- Gewebe Ab- 
nahme nahme 


0 Std. 6 Std. 26 Std. 0/5 0 Std. 6 Std. 26 Std. 0 


Ungekochter Extrakt. Gekochter Extrakt. 


0,20 
0,13 
0,14 
0,46 
0,77 
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Tabelle Ib. 


Zerst6rung von Harnsaéure durch Extrakte aus Rattenniere. 





Harnsdure in mg prolg 


Harnsi&ure in mg prolg 
Gewebe 


Ab- Gewebe Ab- 
nahme nahme 


0 Std. 26 Std. 40 Std. 0 26 Std. 40 Std. 0 


Ungekochter Extrakt. Gekochter Extrakt. 


2,3 37 3,3 1,5 54 
5 0,65 0,34 46 





Wie aus den Tabellen ersichtlich, erfolgt in den gekochten wie in 
den ungekochten Extrakten aus tierischen Geweben allmahlich ein 
Schwund der zugesetzten Harnsaure. Dies weist auf den nichtfermenta- 
tiven Charakter des Prozesses hin. Die Aktivitaét der verschiedenen 
Priparate schwankt auch bei Herstellung aus ein und derselben Driise 
in weiten Grenzen. So wurden in einigen Versuchen 98 °,, der Harnséure 
zerstért (1,7 bis 3,0 mg pro 1g Trockengewicht des Praparats). In 
anderen Versuchen war die Abnahme nicht gréBer als 15°, (0,18 mg 
pro 1 g) und naherte sich somit den Kontrollen (8 bis 12°,). Es sei 
auch hervorgehoben, daB die Extrakte aus frischem Gewebe etwas 
wirksamer sind als solche aus Acetonpraparaten. 


Die Rolle des Hadmoglobins bei der Oxydation der Harnsdure. 


Der von Flatow (5) und Gomolinska (6) ausgesprochene Gedanke, 
daB Hamoglobin an der Uricolyse beteiligt ist, scheint unseres Er- 
achtens recht unwahrscheinlich. Hamoglobin ist bekanntlich kein 
Ubertrager von atomarem Sauerstoff. Die einzige oxydative Funktion 
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des Hamoglobins ist, wie Wollstdtter (7) und ferner A. Bach und Kui! 
jugin (8) zeigen konnten, seine Peroxydasewirkung. Die Peroxyda- 
zeichnet sich aber durch ausgesprochene Spezifitaét aus, sie oxydiert 
nur Phenole und deren Derivate. Ihre Rolle im tierischen Organismus 
ist unklar, wenn man von ihrer EKinwirkung auf die Hexuronsaure in 
Versuchen von Szent-Gydrgyi (9) absieht. Direkte Versuche zeigen das 
Fehlen eines Einflusses von Hamoglobin auf die Geschwindigkeit des 
Schwundes von Harnsaure in den Extrakten. Tabelle II enthalt nu 
einige von unseren zahlreichen Versuchen mit Hamoglobin. 


Tabelle II. 


Zerstérung von Harnséure bei Gegenwart von Hamoglobin. 





Harnsiiure in mg prolg 


Gewebe Ab- 
nahme 
0 Std. 24 Std. 05 
Gekochter Extrakt . . . 0,95 0,68 27 
Desgl. + 1°,, Hamoglobin 0,95 0,66 30 
Phosphatpuffer + 2% 
Hamoglobin . .... 0,95 0,85 10 


Gegen oxydativen Verbrauch der Harnsaure in unseren Versuchen 
spricht die vollstandige Unempfindlichkeit der Uricolyse gegen Cyanid. 
in volliger Ubereinstimmung mit den friiheren Angaben von Gomo- 
linska (6), sowie Kleinmann iiber die Uricolyse im Blute. 


Anaerobe Uricolyse. 

Die Zerstérung der Harnsaiure durch gekochte Extrakte aus 
tigrischen Geweben ist von dem Gasmilieu unabhangig. Sie findet 
sowohl in Sauerstoff als in beliebigen indifferenten Gasen statt, so z. 5 
in Stickstoff oder Wasserstoff. 

In den Versuchen mit ungekochten Extrakten kénnte auch hie: 
der Verdacht: auf eine Uricasewirkung fallen, da es schwierig ist, ein 
indifferentes Gas durch die tiblichen Reinigungsmethoden (mit alkalli- 
schem Pyrogallol, Hydrosulfit usw.) von den letzten Spuren Sauer- 
stoff zu befreien. Wir beobachteten den Harnsdéureschwund _ bei 
gekochten Extrakten unter streng anaeroben Bedingungen. Hierzu 
verwendeten wir die Methoden und den Apparat von Warburg (10). 
indem wir die Uricolyse in Wasserstoffgas bei Gegenwart von 
Chromchloriir beobachteten. In diesem Falle lief die Uricolyse 
durchschnittlich mit derselben Geschwindigkeit ab wie mit Sauer- 
stoff im Gasraum. 








m 
pr 


A 
An 


or 


die 

kan 
gek 
Zer: 
OXY 
fun 
Kat 
find 
vor 
eine 
mit 
Pur 
unk 
keir 
Bile 








bin. 


shen 
nid, 


N0- 


aus 
ndet 


nn B 


hie1 
ein 
kali- 
uer- 
bei 
ETZU 
(10), 
von 
Ly se 





Nichtfermentative Uricolvse in tierischen Geweben. 397 


Tabelle Ila. 


Zerst6rung von Harnsaure in Wasserstoff und bei Gegenwart 


von Chromehloriir. Extrakt gekocht. 











mg Harnsiiure mg Harnsiure 
pro 1 g Gewebe pro 1 g Gewebe 
x Dauer bt bs Dauer 
Am Am nahme des Versuchs Am Am DAREN des Versuchs 
Anfang Ende Anfang Ende 
des Versuchs mg des Versuchs mg 
4,76 3,0 1,76 10Std.80Min.} 0,65 0,55 0,1 6 Std. 
5,2 4,18 1,92 (10 , 0,85 0,56 0,29 G ~ 
4,67 2,32 2,35 t -% 1,35 0,88 0,47 e', 
Tabelle IIIb. 
Uricolyse in Sauerstoff. Extrakt gekocht. 
mg Harnsdure mg Harnsiiure 
pro 1g Gewebe pro 1g Gewebe 
= rl Dauer cv : Dauer 
Am Am nahme des Versuchs Am Am nanme "des Versuchs 
Anfang Ende Anfang Ende 
des Versuchs mg des Versuchs mg 
4.76 3,80 0,96 10Std.30Min.] 4,67 2,88 1,79 7 Std. 
5,2 4,04 116 110 , 0.85 0,57 0,28 Se . 
5,2 3,84 1,36 |10 , 1,35 0,90 0,45 oe ~ 





SchluBfolgerungen. 


Der Weg der Uricolyse im tierischen Organismus und insbesondere 
die Frage nach dem Schicksal der Harnsiure im menschlichen Kérper 
kann trotz der Wichtigkeit des Problems noch nicht als restlos auf- 
geklart gelten. Die von Wiener (1) ausgesprochene Meinung, daB die 
Zerstorung der Harnsaiure im tierischen Organismus nicht nur auf 
oxydativem Wege erfolgen kann, hat keine weitere Entwicklung ge- 
funden. Die Zerstérung der Harnsiéure wurde als Resultat oxydativer 
Katalvse betrachtet, sogar in den Fallen, wo die Reaktion cyanunemp- 
findlich war oder in einer Atmosphare von Stickstoff oder Wasserstoff 
vor sich ging. Der Gedanke von Wiener iiber anaerobe Uricolyse findet 
eine Bestatigung in den oben mitgeteilten Ergebnissen unserer Versuche 
mit Extrakten aus Milchdriisen und aus Nieren, denen ein intensiver 
Purinstoffwechsel eigen ist. Der Chemismus dieser Uricolyse ist noch 
unklar. Aber der Umstand, daB dabei nach unseren Beobachtungen 
keine Zunahme des Allantoingehaltes stattfindet, dagegen aber eine 
Bildung von Harnstoff vor sich geht, kann als eine gewisse Bestatigung 
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des Gedankens von Wiener betrachtet werden. Nach diesem wir! 
bekanntlich die Harnsiure hydrolytisch unter Bildung von Harnsto‘t 
und Glykokoll gespalten. Letzteres konnten wir jedoch nicht in d 


Reaktionsprodukten auffinden. 
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Der intermediire Stoffwechsel in den endokrinen Driisen. 
II. Mitteilung: 
Glykolyse in Gl. suprarenalis und Corpus luteum. 
Von 
A. Utewski und 8S. Epstein, 
Unter Mitarbeit von W. Ossinskaja und E. Mima. 


(Aus dem Allukrainischen Institut fiir Endokrinologie und Organotherapie 
in Charkow.) 


(Eingegangen am 1, August 1934.) 


In der vorangehenden Arbeit! wurden unsere Befunde iiber die 
Glykolysevorginge und die Acetaldehydbildung in GI. thyroidea und 
Gl. Thymus mitgeteilt. In der vorliegenden Arbeit haben wir unsere 
Untersuchungen tiber die intermedidren Stoffwechselvorgange in den 
endokrinen Driisen fortgesetzt. Und zwar haben wir mit der gleichen 
Methodik wie friiher die Glykolysevorginge noch an zwei Objekten 

Gl. suprarenalis (Rinde und Marksubstanz) und Corpus luteum 
von Kiihen — verfolgt. In diesen Versuchen haben wir den Glykogen- 
gehalt des Driisengewebes, praformierte Milchsaure, Milchsdureanhaufung 
bei zweistiindiger Autolyse (spontane Glykolyse), ferner Milchsaure- 
anhaufung bei Zusatz von Glykogen, Glucose, Alanin und Brenz- 
traubensaure untersucht. 

Die Driisen wurden unmittelbar nach dem Schlachten der Kiihe ent- 
nommen und die notwendige Bearbeitung, sowie ein Teil der Untersuchungen 
schon im Schlachthaus ausgefiihrt. Fiir die Glykolyseversuche wurde ein 
Teil des auf Eis mit der Schere zerkleinerten Gewebes in eine Phosphat- 
pufferlésung (px 7,0) gegebén und 2 Stunden im Thermostaten bei 40° 
stehengelassen. Brenztraubensiure wurde als Natriumsalz frisch zuge- 
setzt, Glucose, Glykogen und Alanin als Pulver. Fiir die Milchsiéure- 
bestimmung bedienten wir uns des Verfahrens von Firth-Charnass-Embden, 
Glykogen wurde nach der Mikromethode von Pfliiger bestimmt. 


Versuchsergebnisse. 


Wie aus den in Tabelle I angefiihrten Daten ersichtlich ist, ist 


das Nebennierengewebe reich an praformierter Milchsiure, und zwar 


sowohl Rinde- als Marksubstanz. Nach 2 stiindiger Autolyse kann eine 
Milchsaureanhaufung festgestellt werden. Die Milchsaurebildung wird 
in gleicher Weise wie in den von uns friiher untersuchten endokrinen 
Driisen (GI. thyroidea und Gl]. thymus) durch Glykogen nur in sehr 
geringem Mabe und nicht regelmaBig stimuliert. Auch Alanin und Brenz- 


1 Utewski u. Epstein, diese Zeitschr. 265, 320, 1933. 
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Tabelle I. 
Glykogengehalt und Milchsaurebildung in Gl. suprarenal! 
der Kuh. 





mg-°/, Milehsdure 


Nach 2 stiindiger Autolyse Gly 
ily- 
: Prifor- : F kogen- Anmer 
Nr i y eats gen nm 
mierte uit Zesets gehalt kunger 
Milech- Ohne eS ee ; 
e Zu- 5 eem 5 ecem 8 mg brenz- 


saiure Ps . . . 20 mg 
= satz 0,5 °/5ige 0,5 9/9 iges alenin trauben- 
Glucose Glykogen ins saures Na | mg-0), 


1 188 200 243 +43 250 +50 226 +26 240 +40 57 | 
2 || 220 | 247 | 240 |\— 7) 240 7; 280 + 33 260 +13! 45 Mark 
3 200 220 245 +25 250 +30 250 +30 250 +30 28 | 
4 183 | 230 | 250 |+ 20, 230 0; 248 |+ 18, 227 ,— 38 52 |) 
5 | 161 | 210 | 225 +15 280 |+ 20! 235 '|+25 240 +380 59 | ind 
6 | 160 | 200 | 273 |+ 73' 208 |+ 8| 229 | +29) 210 '+10' 3 


traubensaurezusatz fordern die Glykolyse nur wenig. Glucose, welche sich 
in unseren friiheren Versuchen als bester Milchsaurebildner im Driisen- 
gewebe erwies, wibt auf die Milchsiurebildung in GI. suprarenalis 
keinen derartig ausgesprochenen Einflu8 aus: in dieser Hinsicht 
unterscheidet sich also letztere von den erwahnten Driisen. Was den 
Glykogengehalt der Nebenniere betrifft, so erwies sich derselbe ebenso 
niedrig wie derjenige von Gl. thyroidea und thymus (durchschnittlich 
etwa 40 mg-°%,). 

Kigenartige Verhaltnisse ergaben sich auch bei der Untersuchung 
von Corpus luteum. Nach unseren Befunden unterscheidet sich Corpus 
luteum im Vergleich zu den iibrigen untersuchten endokrinen Driisen 
durch einen hohen Glykogengehalt (durchschnittlich etwa 150 mg-°,,). 
Der Milchsauregehalt des Corpus luteum ist ebenfalls héher als derjenige 
der tibrigen Driisen, bei der Autolyse nimmt die Milchsiuremenge 


Tabelle IT. 


Glykogengehalt und Milchséurebildung in Corpus luteum 
der Kuh. 





mg-°/) Milchsiure 


Nach 2 stiindiger Autolyse Gly- 

J riifor- SRT Sai PAN TT rove n- 
Nr, Priifor Mit Zusatz koge 

mierte 7 s ah raw gehal 

ORT OE acre Seprtay MET RSCT Caee S ayer ed — . 

siure Zu- 5 ecm 5 eem 20 mg &8mg brenz- 

: satz 0,5 9/9 ige 0,5 9/,iges Ht ther 4 trauben- 

Glucose Glykogen / saures Na oe 


215 | 250 | 280 +30 275 +25, 280 +30) 280 | +30 140 
239 «294 | 287 0 294 0 330 +36 — — 180 
235 «284 | 265 «=—19 253 —31 295 +11 308 +24 150 
265 | 295 |. 295 0; 285 |—10 3800 + 5 270 |—25 120 
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merkbar zu. Bei Zusatz von Glykogen, Glucose und Brenztraubensaure 
wurde dagegen keine Férderung der Milchsaurebildung beobachtet. 
Kine, wenn auch geringe Glykolyseférderung erfolgte stets nur bei 
Alaninzusatz (siehe Tabelle II). Demnach enthalten beide von uns 
untersuchten endokrinen Driisen viel praformierte Milchsiure. Was die 
Milchsaurebildung betrifft, so wird diese in ihnen durch Zusatz von 
verschiedenen Substanzen nicht in gleicher Weise geférdert. Da Zusatz 
von Glykogen, Glucose und brenztraubensaurem Natrium keinen merk- 
baren Einflu8 auf die Milchsiurebildung in Corpus luteum ausiibt, 
liegt der Gedanke nahe, daB hier ein eigenartiger Glykolysemechanismus 
vorliegt. Um dies zu klaren, werden weitere Untersuchungen unter- 


nommen. 








Der intermediiare Stoffwechsel in den endokrinen Driisen. 


III. Mitteilung: 
Glykolyse und Proteolyse in Gl. suprarenalis bei erhéhter Hormonproduktion. 
Von 
A. Utewski und 8. Epstein, 
Unter Mitarbeit von W. Ossinskaja und E. Mima. 
(Aus dem Allukrainischen Institut fiir Endokrinologie und Organotherapie 
in Charkow.) 


(Eingegangen am 1. August 1934.) 


In unseren friiheren Arbeiten! haben wir einige in endokrinen 
Driisen (Gl. thyroidea, thymus, suprarenalis und corpus luteum) ver- 
laufende fermentative Vorgainge untersucht. Diese Untersuchungen 
wurden an Organbrei angestellt, also bei zerstérter Struktur des endo- 
krinen Organs. Unsere weiteren Untersuchungen der in endokrinen 
Driisen verlaufenden Vorgange haben das Ziel, zu erforschen, mit welchen 
Stoffwechselvorgangen die Funktion der endokrinen Organe zusammen- 
hangt. Die ersten Versuche dieser Reihe fiihrten wir an Gl. suprarenalis 
aus. Wir wahlten dieses Objekt aus folgenden Griinden. Wie aus einer 
Reihe von Arbeiten hervorgeht, kann durch Reizung des N. splanchnicus 
oder eines peripheren Nervens erhéhte Adrenalinbildung hervorgerufen 
werden. Eine erhéhte Adrenalinproduktion kann in akuten Versuchen 
mit Hilfe biologischer und chemischer Teste leichter entdeckt werden 
als die gesteigerte Bildung anderer Hormone. Als paariges Organ er- 
mdéglicht es die Nebenniere, bei Reizung des Nervens der einen Nebenniere 
(wodurch erhéhte Adrenalinproduktion verursacht wird) und der darauf- 
folgenden Untersuchung der in ihrem Gewebe verlaufenden chemischen 
Vorgange, die andere Nebenniere desselben Tieres als Kontrolle zu ver- 
wenden. Aus alteren Befunden (Broenning?) geht ferner hervor, dal 
bei Reizung des N. splanchnicus Gl. suprarenalis einen erhéhten Sauer- 
stoffverbrauch aufweist. Man kann demnach annehmen, dab bei 
Steigerung der Hormonbildung die Intensitét der Stoffwechselvorginge 
zunimmt. 

Methodik. 

Die Versuche wurden an Hunden nach unter Athernarkose erfolgter 

Transzision der Medulla spinalis ausgefiihrt. Bei den weiteren Manipu- 


lationen wurde keine Narkose angewandt, um eine Wirkung derselben auf 
Adrenalinbildung und Sekretion auszuschlieBen. Nach kiinstlich erneuter 


1 Utewski u. Epstein, diese Zeitschr. 265, 320, 1933. 2 Broenning, 
Pfliigers Arch. 205, 571, 1924. 
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Atmung wurde unmittelbar der Versuch begonnen. Das Abdomen wurde 
redffnet und die Elektroden einer Induktionsrolle unter den einen N. splanch- 
nieus gefiihrt!. Zuvor wurde beim Hunde Blut fiir die Zuckerbestimmung 
entnommen. Darauf wurde der N. splanchnicus 10 bis 25 Minuten gereizt 
(bei Rollenabstand von 10 bis 14 mm). 


tion. . : : , E 
Nach Beendigung der Reizung wurden beide Nebennieren die 


vereizte, sowie die als Kontrolle dienende ungereizte — so schnell wie 
méglich entnommen und untersucht. Die Bearbeitung erfolgte in eis- 
vektihlten Behaltern. Die auBerst geringe Menge der Substanz erlaubt 
es nicht, an einer Nebenniere gleichzeitig mehrere Bestimmungen aus- 
gzufiihren, daher waren wir gendétigt, fiir die Erforschung der einzelnen 
uns interessierenden Fragen spezielle Versuchsserien anzustellen. Die erste 
Versuchsserie wurde der Untersuchung des Einflusses der durch Reizung 
bedingten erhéhten Nebennierenfunktion auf den Glykogengehalt und der 
Glykolyse der Nebenniere gewidmet. In der zweiten Serie wurde der Einflu®8 
der erhéhten Adrenalinproduktion auf die Proteolyse der Nebenniere 
untersucht. 


apie 


Versuchsergebnisse. 

Wie aus den in Tabelle I angefiihrten Ergebnissen einiger Ver- 
suche hervorgeht, ist der Glykogengehalt der gereizten Nebenniere 
héher als derjenige der ungereizten. So bei Hund Nr. 1 in der gereizten 
115 mg-°,, in der zur Kontrolle untersuchten Nebenniere 98 mg-°, 
Glykogen; Hund Nr. 2 — gereizt 81 mg-%, Kontrolle 65 mg-°,: 
Hund Nr. 3 — gereizt — 71 mg-%, ungereizt 62 mg-°,. In einigen 
Fallen, in denen die Splanchnicusreizung keine Erhéhung des Blut- 


Tabelle I. 


Glykogen- und Milchsauregehalt in Gl. suprarenalis von Hunden. 





o1, Milchs&ure- Glykogen- 
Blut-Milch- gehalt in gehalt in 
Gl. suprarenalis Gl. suprarenalis 
in mg-°/o in mg-°/9 Anmerkung 


Blutzucker near 
in mg-9/o shuregehalt 


Nr. || in mg-°/9 
vor der |nachder vor der nachder|) Ver- Kon- Ver- Kon- 
Reizung | Reizung, Reizung Reizung = such trolle such trolle 


173 221 83 102 240 268 115 98 
166 | 235 72 74 193 230 81 65 
149 179 95 | 108 _ — 71 62 
99 99 56 67 230 915 71 70 Nach Reizung 
erfolgte keine 
Erhohung des 
Blutdrucks 


druckes und keine Hyperglykimie verursachte, wurde auch keine 
Anderung im Glykogengehalt gefunden (als Beispiel ist Versuch 4 
angefiihrt). Da der Wassergehalt der Nebenniere durch die Reizung 
nicht beeintrachtigt wird (siehe Tabelle II), kann die bei erhéhter 


' Fir die Ausfiihrung der Operationen sind wir Herrn Dozent Dr. 
A. Worobjew zu gréBtem Dank verpflichtet. 
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Tabelle II. 


Gesamt- und Reststickstoff, Wassergehalt in Gl. Suprarenalis 
von Hunden. 





Blutzucker in mg-°/» Gesamt-N © Rest-N °&/5 Wassergehalt in ° 
ame vended Versuch Kontrolle Versuch Kontrolle, Versuch | Kontrolle 
] 104 116 2,94 3,02 0,26 031 67 67 
2 126 142 2,07 o41 oa 71,5 71,5 
3 81 123 Zé 2,58 0,41 0,44 69 70 
+ 94 178 — —— _ ome 64 64 


Nebennierenfunktion auftretende Zunahme des Glykogengehalts nicht 
auf eine Verminderung des Wassergehalts zuriickgefiihrt werden und 
ist als reell zu betrachten. Der Milchsduregehalt ist in der gereizten 
Nebenniere etwas niedriger als in der ungereizten, wiederum_ blieb 
diese Anderung aus, wenn die Splanchnicusreizung keine erhéhte 
Adrenalinproduktion verursachte, was aus dem Ausbleiben der Hyper- 
glykimie und der Blutdrucksteigerung hervorgeht (Versuch 4). Die 
von uns beobachteten Anderungen im Milchsaiuregehalt waren weniger 
ausgesprochen und konstant als diejenigen des Glykogengehalts. Auf 
ein Auswaschen von Milchsaure allein kann die Abnahme des Milch- 
siuregehalts in der gereizten Nebenniere nicht zuriickgefiihrt werden, 
wie aus den in Tabelle I wiedergegebenen Bestimmungen des Milch- 
sduregehalts im aus der Nebenniere flieBenden Blute (v. lumbalis) 
hervorgeht. 

Was den Gesamtstickstoff- und Reststickstoffgehalt der Neben- 
nieren betrifft, so haben wir in unseren Versuchen nach der Reizung 
keine merkbaren Anderungen derselben gefunden. Es ist uns also noch 
nicht gelungen, einen Zusammenhang zwischen erhéhter Nebennieren- 
funktion und Proteolyse nachzuweisen. 

In weiteren Untersuchungen gedenken wir die Erforschung der uns 
interessierenden Frage iiber die mit der Funktion der endokrinen Driisen 
verbundenen Stoffwechselvorgange an der Nebenniere, sowie an anderen 
Objekten weiterzufiihren. 
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Experimentelle Beitrige 
zur Wirkungsweise antiseptischer Stoffe. 
Von 
Rudolf Freund, den Haag. 


(Eingegangen am 1. August 1934.) 


In Fortfiihrung experimenteller Studien zur Wirkungsweise anti- 
septischer Stoffe ergab sich die Notwendigkeit, eigene Erfahrungen 
iiber die chemotherapeutische Biologie gramnegativer Bakterien zu 
erwerben. Der Weg muBte tiber das Studium der Lebensbedingungen 
und der BeeinfluBbarkeit hinsichtlich Keimhemmung oder -schidigung 
unter Bedingungen fiihren, die den physiologischen Verhaltnissen 
angendhert waren. Zwar liegen eine grobe Reihe von Einzelunter- 
suchungen nach dieser Richtung vor, doch haben sie, soweit wir die 
Literatur tibersehen, bisher zu keinem systematischen Programm oder 
zu Ergebnissen gefiihrt, die auch nur einigermaen zufriedengestellt 
hatten. 

I. 

Zunichst haben wir die Wachstumsgrenzen in verschiedenem 
Milieu bei wechselndem py festgestellt, wobei wir uns nicht nur auf 
Typhus und Colibakterien beschrinkten, sondern auch die Unter- 
suchung auf Streptokokken und Staphylokokken ausdehnten. Dies 
teils aus systematischen Griinden, teils weil wir in den spateren Ver- 
suchen mit Substanzen zu arbeiten hatten, deren chemotherapeutischer 
KinfluB auf die grampositive Flora uns aus vielfachen Untersuchungen 
bekannt war, und uns ein Vergleich wichtig erschien. 

In dem folgenden Versuch gingen wir so vor, daB wir als Medien normale 
Nahrbouillon, 1°, Milchzuckerbouillon und _sterilisierten und filtrierten 
Mischharn gesunder Menschen, der zuvor auf einwandfreie Beschaffenheit 
hinsichtlich pathologischer Bestandteile untersucht und frei davon befunden 
war, benutzten. Von den Ausgangsmedien setzten wir Portionen von 
verschiedenem py an und beimpften sie mit je 1 Tropfen 24stiindiger 
Bouillonkultur. Nach 24stiindigem Brutschrankaufenthalt Abimpfung 
der Typhus- und Coliréhrehen auf Lackmus-Lactose-Agarplatten (Drigalsk?), 
der Streptokokken- und Staphylokokkenréhrchen auf Pferdeblutagar- 
platten. Als Ausgangskulturen dienten uns frische vom Menschen ge- 
ziichtete Stamme. 

Bemerkenswert ist die gréBere Saureempfindlichkeit der gram- 
positiven Keime, besonders der hamolytischen Streptokokken. An- 
dererseits ist die relative Saureresistenz des Bacterium coli im Harn 
gut in Ubereinstimmung mit den klinischen Erfahrungen zu bringen. 
Die aufschlieBenden Fahigkeiten des Harnstoffs scheinen bei den gram- 
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Tabelle I. 





: N&éhrbouillon Milchzueckerbouillon Harn 
Stamm 
PH L PH PH 
Typhus . go bs 46 :6 4,6 :4 
4,88:+++-4 4,88; +++4+ 
RAN tees iets 4,32 :4 4,44:6 
4,49: 3 Col. 4,63:++4+4+ 
4,65: +-+++ 


Strept. ham. . 


Staph. ham. 


Die px-Bestimmungen erfolgten nach der Indikatorenmethode von 
Michaelis. 

Zeichenerklairung: 6 kein Wachstum, ((+)) etwa 20Col., (+) etwa 
50 Col., + etwa 100 Col., ++ etwa 200 Col., ++ -+- noch einzeln stehende 
Col., ++-+-+ dichter Rasen, nicht ausziahlbar. 


positiven Keimen und dem Bacterium coli keine Erhéhung der Saure- 
empfindlichkeit zu bewerkstelligen, was man eigentlich hatte annehmen 
kénnen; im Gegenteil, wir sehen, daB diese Keime sich im Harn bei 
einem niedrigeren py bereits voll entwickeln kénnen als unter den ge- 
wobnlichen Nahrbodenbedingungen. Fiir sie ist offenbar das physio- 
logische Milieu im Sinne einer Erhaltung ihrer Lebensfaihigkeit ein 
wesentlich besserer Nahrboden gegenitber Aziditatsbeeinflussungen. 
Bei den Typhusbazillen liegen die Verhaltnisse nicht so eindeutig. Hier 
werden noch weitere Untersuchungen an einer gréBeren Anzahl frisch 
geziichteter Stémme Klarheit bringen miissen. Bei unseren Unter- 
suchungen verwandten wir regelmabig je zwei Stémme, in Doppel- 
untersuchungen, bei denen die Versuche gleichsinnig ausfielen. Im 
wesentlichen sehen wir jedenfalls, daB man auf das Milieu nicht nur 
vom Standpunkt der Wasserstoff-lonenkonzentration, sondern auch 
auf die qualitative Beschaffenheit des Nahrmediums bei Reagensglas- 
versuchen Riicksicht nehmen muB, wobei physiologische Nahrmedien 
unbedingt mit herangezogen werden miissen. 


II. 
Im folgenden teilen wir die Ergebnisse vergleichender Unter- 
suchungen mit, die mit Substanzen verschiedenster chemischer Gruppen 
in bezug auf ihre abtétende Wirkung im 24-Stunden-Reagensglas- 
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versuch gegen Streptokokken und Staphylokokken angestellt wurden. 
Ks handelt sich dabei um die Wiedergabe von Durchschnittswerten 
vieler Einzel- und Reihenuntersuchungen, die fortlaufend in den 
Jahren 1980 bis 1933 im Bakteriologisch-serologischen Laboratorium des 
Untersuchungsamtes der I]. Medizinischen Klinik der Charité durch- 
vefiihrt wurden. 

Bei der Versuchsanordnung bedienten wir uns der Technik, deren 
wir uns schon friiher bedient hatten und die bereits eingehend dargestellt 
wurde'. In fallende Verdiinnungen der betreffenden zu priifenden Substanz 
im Na&hrboden wurde je 1 Tropfen 24stiindige Bouillonkultur eingeimpft, 
nach 24 Stunden Brutschrankaufenthalt auf Pferdeblutagarplatten ab- 
geimpft und die letzte abtétende Verdiinnung als Desinfektionswert an- 
gesehen. 

Am deutlichsten ist die abtétende Wirkung der Acridinfarbstoffe. 
Von den anderen Substanzen sind besonders bemerkenswert die Silber- 
priparate (14 und 15 der Tabelle I1), wahrend die Substanzen der 
Urotropinreihe durchaus unbefriedigend sind (3 bis 8 der Tabelle 11). 

In diesem Zusammenhang verweisen wir besonders auf die soeben 
mitgeteilten eingehenden und aussichtsreichen Untersuchungen von Bovet 
und Demanche iiber die Wirkungsweise von Urotropin und seiner von 
Metti im Laboratorium Fourneaus hergestellten newen Derivate. 

Die Untersuchungen tiber die Farbstoffe 16 bis 18 bediirfen noch 
wesentlicher Erweiterung, diirften aber vielleicht schon die Anregung 
zu weiterer Erforschung sein. Richtunggebend kénnten hier die ein- 
gehenden Untersuchungen Kawais? iiber die Farbstoffwirkung auf 
Bakterien sein (siehe dort auch weitere Literatur tiber diese Fragen). 
Im Tierversuch, wenigstens gegen weibe Mause und Meerschweinchen, 
besitzen diese Substanzen freilich eine recht erhebliche Toxiditat, wie 
wir in tastenden Versuchen feststellten. 

In dem folgenden Versuch gingen wir von der Cbherlegung aus, durch 
Zusatz von Harnstoff in verschiedenen Konzentrationen die Des- 
infektionswirkung zu steigern. Wir bedienten uns zunachst fiir unsere 
Versuche lediglich des Rivanols 

NH, 
Cm0~ YY 
| 


AN 


)J—NH, 


N 
und priiften es gegen hamolytische Staphylokokken und Colibakterien, 
gegen die die Wirkung an sich niedrig ist. Auf die Verwendung frisch 


1 Vgl. Zeitschr. f. klin. Med. 108, 289ff., Heft 1. — * Centralbl. f. 
Bakt., I. Abt., Orig. 115, 241, 1930. 
Biochemische Zeitschrift Band 273. 24 
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vom Menschen gezitichteter und nicht alter Laboratoriumsstamme fiir 
derartige Versuche verweisen wir auch in diesem Zusammenhang nach- 
lricklichst hin!#. 

Versuchsanordnung fiir Tabelle II] die gleiche wie in Tabelle I. 

Aus diesem Versuch geht einerseits hervor, dal} Harnstoff allein 
in einer Konzentration von mehr als 6°, fiir Coli und Staph. haem. 
wachstumshemmend bzw. abtétend ist. Andererseits aber sehen wir, 
daB die Rivanolwirkung auf diese Bakterien sich durch Harnstoff- 
zusatz entsprechend der Konzentration steigern laBt, und zwar durch 
Konzentrationen, die an sich noch keine Keimhemmung zur Folge haben. 


In weiterer Verfolgung unserer Untersuchungen  priiften wir, 
wie sich das am brauchbarsten erscheinende Rivanol im Reagensglas- 
versuch gegen gramnegative pathogene Bakterien verhalt. Wir geben 
hier aus einer groBen Anzahl von Versuchen nur ein Protokoll wieder, 
das uns deswegen am wichtigsten erscheint, weil es tiber die tastenden 
Vorversuche hinaus einerseits am deutlichsten auch den zeitlichen 
Wirkungsmechanismus zeigt, andererseits die Wirkung parallel in 
Nahrbouillon und Galle angibt. Diese Versuche, die mit mehreren 
Stimmen stets tibereinstimmende Ergebnisse zeitigten, wurden des- 
wegen auch in Galle als Milieu ausgefithrt, weil es notwendig erschien, 


Ooo 


sich ein Bild davon zu machen, ob der betreffende Acridinfarbstoff, 


4ON0O0 SOOO 


16 


_ 


falls er bei peroraler Darreichung resorbiert und durch die Leber wieder 
ausgeschieden wird, in Galle tiberhaupt zur Wirkung kommt, bzw. 
wirksam bleibt. DaB in vivo andcre physikalisch-chemische Bedingungen 

die kolloidalen Acridinfarbstoffe sind bekanntlich umgekehrt elek- 
trisch geladen wie die KérpereiweiBsubstanzen — vorliegen, ganz ab- 
gesehen von der Beteiligung des RES., worauf wir an anderer Stelle 
ausfiihrlich eingegangen sind?, ist natiirlich ein Punkt, der erst fiir die 
idealen Modellversuche‘‘? eine wesentliche Rolle spielen diirfte. Hier 
war zunachst die Frage zu klaren, wie tiberhaupt die chemotherapeu- 
tische Wirkung des <Acridinfarbstoffs im Gallenmilieu ablauft. Wir 
bedienten uns fiir diese Versuche sterilisierter Rindergalle. In den 
aus der Tabelle hervorgehenden Zeitabstinden wurde aus jedem 
Réhrehen je eine Normalése auf Drigalski-Agarplatten ausgestrichen. 
Bewertung siehe Tabelle LV. 

Aus den Versuchen geht hervor, da 0,005 g Rivanol in Lésung in 
Nahrbouillon Typhusbazillen und Flexner-Ruhrbazillen nach 3 Stunden, 
in Galle nach 1 Stunde, Paratyphus B-Bazillen (Schottmiiller) und 
Colibakterien in Nahrbouillon nach 5 Stunden, in Galle bereits nach 
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1]. e., Immun., Allergie u. Infektionskrankh. 2, 118, 1930, Heft 4/5. 
* Virchows Arch. 286, 1932, Heft 2. 3 Vel. Med. Welt 1932, Nr. 41. 
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| Stunde abzutéten vermag. 0,05 g¢ Rivanol in I.ésung zugesetzt, zeigt 
n entsprechend kiwzerer Zeit seine desinfizierende Wirkung, wobei 
Colibakterien eine gewisse héhere Resistenz offenbaren, wahrend 
Rivanol, wenn man es als Pulver zusetzt, sich annéhernd wie die lL0fach 
kleinere Menge in Lésung verhalt. Diese schwachere Wirkung des erst 
langsam in Lésung gehenden, dann erst eine gewisse Oberflache er- 
haltenden Rivanols war a priori zu erwarten. 

Immerhin sehen wir, daB Substanzmengen in Dosen, die durchaus 
ohne jede Schadigung in entsprechender Weise an den Ort der be- 
absichtigten Wirkung gebracht werden, ausreichen, um_ tatsachlich 
cine ,,direkte** chemotherapeutische Wirkung, d.h. eine Abtétung der 
Bakterien zu erzielen. 


Zusammenfassung. 


In den vorangehenden Versuchen haben wir den Nachweis zu er- 
bringen versucht, daB das Rivanol als Prototyp der fiir das tierische 
Gewebe in gewissen Breiten harmlosen Acridinfarbstoffe in Gegenwart 


physiologischer Substanzen (Harnstoff, Galle) eine — betrachtliche 


qualitative und quantitative Steigerung der desinfizierenden Wirkung 
erfahrt. 


In Fortfiihrung unserer Versuche tiber die Beeinflussungsméglich- 
keiten gramnegativer Bakterien dehnten wir unsere Untersuchungen 
auf die Leistungen der sogenannten Adsorbentien aus. Diesen Sub- 
stanzen, die selbst weder eine Beeinflussung von Gewebszellen, noch 
eine irgendwie toxische Wirkung auf Bakterien besitzen, kommt 
nach den grundlegenden Untersuchungen vor allem von Bechhold und 
seiner Schule u. v. a. eine adsorptive Kraft gegentiber hochkolloidalen 
oder hochmolekularen Substanzen, wie z. B. gewissen Farbstoffen, 
Giften, Fliissigkeiten wie Gasen, zu. Im wesentlichen wurden fiir 
chemotherapeutische Zwecke Bolus und _ tierische oder pflanzliche 
Kohle verwandt. Inwieweit sich diese Wirkung, wie behauptet, auch 
auf gramnegative Bakterien erstreckt, sollen die folgenden Versuche 
zeigen. 

Wir gingen in unserer Versuchsanordnung so vor, da wir einerseits 
priften, ob die betreffenden Substanzen aus gewachsenen 24stiindigen 
fliissigen Kulturen die Keime adsorbieren und eventuell entwicklungs- 
unfahig machten (Versuchsanordnung A), und da wir andererseits be- 
zuglich der Wirkung aussichtsreichere Bedingungen wahlten, indem wir 
uns bei gleicher Milieumenge in den Versuchsréhrechen nur geringer Einsaat 
(1 Tropfen 24stiindige Bouillonkultur), entsprechend den friiheren Reagens- 
glasversuchen, bedienten und infolgedessen es mit wachsenden Kulturen 
zu tun hatten (Versuchsanordnung B). Zu unseren Versuchen wihlten 
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wir die handelsiibliche Bolus alba und das angeblich hochaktive Kohler 
granulat (Jerck) aus. 

Detaillierte Versuchsanordnung. In jedes Reagensglas kamen in gleich: 
Mengen (0,7 g), die etwa die Glaskuppe reichlich fiillten, die Substanze 
(steril); dazu in der einen Versuchsserie (A) je 4cem der 24stiindigen gy 
wachsenen Bouillonkultur der betreffenden Bakterien, in der zweit: 
Versuchsserie (B) je 4ccm Nahrfliissigkeit, worm je 1 Tropfen der by 


treffenden Kultur eingesit wurden. Die Roéhrehen wurden gleichmali: 


und gleich lang ('/, Minute) geschiittelt und in gewissen Zeitabstanc«: 
(5 Minuten bis 48 Stunden) ohne vorher die gut abgesetzten Réhreche: 


erneut aufzuschiitteln abgeimpft. Die Abimpfung erfolgte von de: 


iiberstehenden Fliissigkeit mit der Platinése und von der sedimentierter 
Substanz mit Kapillarréhrehen, die durch leichten Druck auf den Bod 
des zu untersuchenden Reagensglaschens angebrochen wurden, wodurc! 
beim Einfiihren in das Reagensglas ein Mitfiihren der iiberstehende: 
Fliissigkeit vermieden wurde. Es wurde in iiblicher Weise je ein [mpfstric! 


auf eine Drigalski-Agarplatte angelegt und das Wachstum des Impfstrich- 


nach 24 Stunden, wie oben beschrieben, beurteilt. 
% ° y ‘ = , ' 
Uber die Versuche der Gruppe A kénnen wir uns kurz fassen 
Es ergab sich namlich, daB Kohlegranulat wie Bolus zu keiner Zeit ein: 


irgendwie geartete Hemmung, Beeinflussung im Sinne der Adsorption 


der Keime aus dem Milieu, oder gar Abtétung ausiibten. 


Die Untersuchungen in der Anordnung B wurden parallel mit Bact 
typhi, Bact. paratyphi-B (Schottmiiller), Bac. dysent. Fleaner und Bact 
coli ausgefiihrt. Dazu Wachstumskontrollen ohne Substanzzusatz. — Fiir 
die Versuche der Gruppe B geben wir im folgenden als Beispiel eines de: 
vorliegenden gleichlautenden Protokolle. 


Tabelle V. Bolus alba. 





Bact. typhi Bact. paratyphi-B Bac. dysent. Flexner Bac. coli 


Boden- Fliissig- Boden- Fliissig- Boden- Fliissig- Boden- — Fliissig- 
satz keit satz keit satz keit satz keit 


Vollig iibereinstimmend fielen die Versuche mit Kohle bzw. Kohle- 
granulat aus. Wir sehen also, da weder Bolus noch Kohle allein irgend- 
einen EinfluB auf diese gramnegativen Bakterien auszuiiben vermégen 
DaB alle Kautelen im Sinne einer exakten Kontrolle durch Mehrfach- 
und Reihenversuche, durch bakteriologische wie mikroskopische Priifung 
angewandt wurden, und daB nur Réhrchen beurteilt wurden, bei denen 
keine sekundare bakterielle Verunreinigung auftrat, was iibrigens nu! 
ganz vereinzelt eintrat, versteht sich von selbst. 
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Im Sinne unserer im Abschnitt IT mitgeteilten Cherlegungen iiber 
chr physiologisches Milieu stellten wir die gleichen Versuche in Gall 


als Nahrmedium an. Es eriibrigt sich, Protokolle wiederzugeben, da 
auch diese Versuche genau ebenso wie der in Tabelle V wiedergegebene 
keinerlei Wirkung der Substanzen erkennen lieBen. Also auch in Galle 
hesitzen weder Bolus noch Kohle irgendeine nachweisbare Beein- 
flussungskraft auf die zu den Versuchen herangezogenen gramnegativen 
Bakterien. 

In Fortfithrung unserer Untersuchungen priften wir jetzt in 
gleichartigen Versuchen einige bereits bekannte Praparate, denen 
die erwarteten Wirkungen zugeschrieben wurden. Wir wahlten fiir 
ausgedehntere Versuche vor allem zwei aus, deren Zusammensetzung 
unseren Uberlegungen entsprach. Das eine: Adsorgan (nach Angaben 
der herstellenden Firma Heyden) enthielt 40°, Chlorsilber-Kieselsiure- 
Gel, 10°, Silberkohle (vegetabilische Adsorptionskohle) und 50°, in- 
differente Aromatisierungskérper mit einem Silbergehalt von 0,25 °,,. 
Das andere Praparat: Yxinkohle (Rosenberg) ist nach R. Franck ein 
Yxin-Kohle-Bolus-Praparat mit etwa 1°, Ag (Yxin ist ein  enZzy- 
matisiertes’’ Reaktionsprodukt von ammoniakalischem Silberoxyd 
mit Starke). 

seide Praparate gestatten, die Versuche in vollig analoger Form 
durehzufiihren. Als Kontrollen wurden parallel Wiederholungen der 
oben mitgeteilten Versuche mit reinem Kohlegranulat und Bolus an- 
gesetzt. Zunachst ergab sich, daB bei der Versuchsanordnung A: 
Wirkung auf gewachsene Kultur (siehe oben), keine nennenswerte Be- 
einflussung festzustellen war; nur auf Typhus- und Flexner-Bazillen hatte 
Adsorgan nach 48 Stunden (!) und Yxinkohle nur auf Typhusbazillen 
eine geringe (+--+) Beeinflussung. 

Den Versuch in Anordnung B: Wirkung auf wachsende Kultur, 
geben wir im Auszug in der folgenden Tabelle wieder. 

Bei diesem Versuch, bei dem es sich also darum handelte fest- 
zustellen, ob die zugefiihrte Substanz imstande ist, eine Wachs- 
tumshemmung oder gar Abtétung geringer Einsaat herbeizufiihren, 
sehen wir zum ersten Male eine Beeinflussung durch Substanzen, 
die sich des Bolus und der Kohle als Trager bedienen. DaB eine 
Wirkung der Trdger-Substanzen nicht vorliegt, ging aus den voran- 
gehenden Vorversuchen und den parallellaufenden Kontrollen  ein- 
wandfrei hervor. 

Im Sinne unserer friiheren Ausfiihrungen und der oben wieder- 
gegebenen Versuche priften wir jetzt die Wirkung von Adsorgan und 
Yxinkohle in gleicher Versuchsanordnung im Gallenmilieu. Die Er- 
gebnisse sind im unteren Abschnitt I] der Tabelle VI dargestellt. Hier 
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Tabelle VI. 





Typhus Paratyphus B Bac. dys. Flerner Bact. coli 
Boden- Fliissig- Boden- Fliissig- Boden- Fliissig- Boden- Fliissig 


Satz keit Satz keit Satz keit satz keit 


1. Versuche in Nahrbouillon 


a) Adsurgan 
pus: 
+4 + 
ie at. 
b) Yxinkohl. 
pecbvate Yabo. ke 
ee Werime! 
++ | ++ 
2. Versuche in Galle 
c) Acsorgan 
5h | ieee Tl deci, | ott oe 
24 a oe ofa ich 


; s 


48 ae ae 


d) Yxinkohle 


15’ +++ +++ +++ | 
ho ++ 4 + | ++ | +4 | +4 | +44 
3 ++ + ++ 
5 + -f 0 of 
24 ) 0 ay 
48 0 0 0 0 


sehen wir noch deutlicher, als es in den Versuchen in Abschnitt I] 
Tabelle LV zum Ausdruck kommt, ein wie verstdrkender Faktor die Galli 
fiir Desinfektionswirkung auf Bakterien ist. Wir wollen es unerértert 
lassen, ob diese Wirkung auf physikalisch-chemische Faktoren, wie 
etwa Oberflichenaktivierung, auf chemische, im Sinne einer er- 
héhten ,,AufschluBfunktion der Galle oder auf andere zuriickzufiihren 
ist. Das sei spiteren Untersuchungen vorbehalten. Dab es etwa so 
sei, da die Galle ein an sich ungiinstigeres Milieu fiir diese Bakterien 
— man denke etwa an das Verhalten der Pneumococcen in Calle, wo 
ganz andere Bedingungen vorliegen — sei, schlieBen die Kontrollen aus 
Jedenfalls sehen wir, dap in Gegenwart von Galle die chemotherapeutisch: 
BeewnfluBbarkert der gramnegativen Bakterien eine héhere ist. Auf Grund 
der vorliegenden Literatur und eigener Studien tiber die oligod ynamisch: 
Metallwirkung, auf die hier nicht naher eingegangen werden kann, 
kamen wir zu der Annahme, daB auch in unseren Fallen die iiber- 


haupt vorliegende Wirkung auf Silber zuriickzufiihren war, das aut 
die eine oder andere Weise in den untersuchten Substanzen frei zw 


Wirkung kam. 
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IV. 

So sehr fiir eine therapeutische Verwertbarkeit mit Riicksicht 
iuf die Verweildauer, z. B. im Darmkanal, die Yxinkohle schon einigen 
\nspriichen geniigen konnte, die man durch pharmakologische Be- 
einflussung des Passageablaufs noch regulieren konnte, so sehr war 
unser Bestreben doch auf eine bessere Auswertung der Arbeitshypo- 
these — oligodynamische Metallwirkung im Organismus zum Zwecke 
der inneren Desinfektion — gerichtet. 

Diesen Anspriichen schienen auf Grund obiger Uberlegungen 
und der angefiihrten Versuche die in gleicher Richtung schon friher 
unternommenen Experimente G. A. Krauses nahe zu kommen. 

Krause war es gelungen, nach einem besonderen Verfahren Silber in 
netallischer Form auf einem Triger so niederzuschlagen, daB es eine ungemein 
grobe Oberflache erhieit. Dieses sogenannte Katadynverfahren gestattete, 
Silber u. a. auf Ton, Kies, Zement und auch auf Bolus in einer Form abzu- 
lagern, daB eine optimale oligodynamische Wirkung gewiahrleistet ist. 

Mit 10 Gewichtsprozent metallisches Silber enthaltendem Aatad yn- 
Bolus, tiber das indessen .W. Neiser bereits kurz berichtet hat, setzten 
wir nun unsere Versuche gleichsinnig fort. 

Der Abtétungsversuch (vgl. I]., Versuchsanordnung A) in Nahr- 
bouillon, der, wie oben gezeigt, besonders schwere Bedingungen hat 
ergab bereits etwas giinstigere Werte als alle anderen Substanzen: 
nach 48 Stunden waren Typhusbazillen in der tiberstehenden Flissig- 
keitssaule nicht mehr nachzuweisen. Bei den anderen untersuchten 
Bakterienarten ergab sich lediglich eine geringe Keimverminderung, 
am wenigsten in den Colikulturen. 

Wesentlich anders fielen bereits die Versuche in der Anordnung B 
(Wirkung auf wachsende Kulturen) aus. Die folgende Tabelle VI 
zeigt einen derartigen Versuch. 

Tabelle VII. 
Katadynbolus in Naéhrbouillon. 


Einsaat: Je 1 Tropfen 24stiindiger Bouillonkultur auf 4 ccm Gesamt- 
fliissigkeit. 





Typhus Paratyphus B Bac. dys. Flerner Bact. coli 


Boden-  Fliissig- Boden- Fliissig- Boden-  Fliissig- | Boden- —_ Fliissig- 
satz keit satz keit Satz keit satz keit 


+++ > 244) $44 bt de beh | eed et be 
PUP) eC) SF tH (4) FU) OF ++ ++ 
+ 0 a a ++ 0 + (+) 0 
+++ 0 +4 + a 0 +++ 0 
0 0 0 0 0) 0 0 0 


Dieser Versuch zeigt in mehrfacher Hinsicht —bemerkenswerte 
Ergebnisse, auf die wir hier nur kurz hinweisen wollen. Zunachst sehen 
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wir, day dem Katadynbolus schon bei relativ kurzer Zeit eine kein 
hemmende und schlieBlich abtétende Wirkung zukommt. Dann mécht: 
wir auf das Zonenphdinomen aufmerksam machen, das sich dadurc} 


kennzeichnet, daB nach anfainglicher Keimschadigung nach bereit- 


1 Stunde eine gewisse Erholung der Entwicklungsfaihigkeit eintrit: 
(unter Verlust gewisser biologischer Qualitaten ?) bis schlieBlich nac! 
24 Stunden eine komplette Abtétung erfolgt. | Besonders  sinnfalli 


aber und ganz in Ubereinstimmung mit den bisher  bekannten 


Phanomenen der oligodynamischen Metallwirkung ist die ,,Abgal 
der keimtétenden Wirkung des Silbers an die itberstehende Fliissigkeit 
die bereits nach 3 Stunden Desinfektionswirkung erlangt. Auf di 
Theorien der oligodynamischen Wirkung wollen wir hier nicht eingehen 

Jetzt stellten wir unsere Versuche in gleicher Anordnung wiede: 
in Galle an. Das Ergebnis eines dieser Versuche, die samtlich gleich- 
altig ausfielen, zeigt Tabelle VIII. 


Tabelle VIII. 


Katadynbolus in Galle. 





Typhus Paratyphus B Bac. dys. Flexner Baet. coli. 


Boden- Flissig- Boden- Fliissig- Boden- Fliissig- Boden- Fliissig 
satz keit satz keit satz keit Satz keit 


+++ +44 t4++ 444+ 444+ 444+ 444+ +4 
tf) 


iD (+) (+) (+) (+) + 


0 0 0 0 0 (+) (+) 
0 0 0 0 0 0 0 0 


Wieder sehen wir, wie in den friiheren Versuchen, cine Steigerung 
der Desinfektionswirkung in der Galle gegeniiber derjenigen in Bouillon 
Aber auffallig ist die Gleichartigkeit der Ergebnisse im Bodensatz und 
der Fliissigkeit bei diesen Versuchen in Galle im Gegensatz zu den in 
Tabelle VII wiedergegebenen. Diese Identitaét gestattet uns vielleicht 
einen Einblick in die Bedeutung der Galle in bezug auf ihre Funktion 
als Milieu. Tritt hier eine feinere Verteilung ein oder handelt es sich 
nur um eine geringere Sedimentierung der Substanz wegen des héheren 
spezifischen Gewichtes oder der starkeren Viskositat der Galle im Ver 
gleich zur Nahrbouillon ? Oder spielen wieder spezifische Faktoren dei 
Gallensiuren eine Rolle? Spatere Versuche mit entsprechenden Modell- 
medien werden diese Fragen zu kliren haben. Wie auch immer, man 
wird die Bedeutung der Galle als Faktor bei der Ausarbeitung und 
Priifung der chemotherapeutischen Wirkung von Agentien mehr als 
bisher in Betracht ziehen miissen. 

Wir kommen noch einmal auf die eingangs berichtete Versuchs- 
anordnung (Abschnitt I1) zuriick. Dort berichteten wir, daB nur zu 
Beginn ein einziges Mal die zu priifende Substanz mit der als Milieu 
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dienenden Fliissigkeit — Bouillon oder Galle umgeschiittelt wurde. 
im folgenden berichten wir aber noch iiber Versuche, bei denen nach 
der Abimpfung das betreffende Reagensglas gut durchgeschiittelt 
wurde. Im folgenden bringen wir nun — der Ubersichtlichkeit halber 
cine kombinierte Tabelle, aus der vergleichsweise der Effekt der beiden 
wirksamsten Substanzen, Katadynbolus und Yxinkohle, unter 
dieser Versuchsanordnung dargestellt ist. Im iibrigen wurde nach dem 


Tvpus B (Einsaat) gearbeitet. 3ei diesem Versuch haben wir einen 


hoch méausepathogenen, himolytischen Streptococcenstamm, der aus 
dem Blute eines Falles von Sepsis geziichtet war, mit hinzugenommen, 
dessen BeeinfluBbarkeit in der letzten Spalte mitgeteilt ist. 

Aus diesem Versuch geht vor allem hervor, daB die Wirkung der 
Substanzen durch haufiges Schiitteln der Réhrchen ganz wesentlich 
erhéht wird; dadurch erfolgt einerseits ein innigerer Kontakt der Bak- 


‘terien mit dem wirksamen Agens, andererseits liegen auch die Lésungs- 


verhaltnisse zeitlich und quantitativ giinstiger, was wieder ein grOBeres 
absolutes Wirkungsverhaltnis schafft. Wir erhalten gegen Typhus- 
hazillen auf diese Weise sogar in Bouillon schon nach mehr als 90 Mi- 
nuten und in Galle sogar nach 40 Minuten die volle Desinfektions- 
wirkung des Katadynbolus. Vollig identisch liegen die Verhaltnisse 
bei Paratyphus B- und Flexner-Dysenteriebazillen, bei denen teils mehr, 
teils weniger eine Nivellierung der Katadynboluswirkung in Gegenwart 
von Galle festzustellen ist. Auch gegen Colibazillen sehen wir eine 
sicher abtétende Wirkung bereits nach 60 Minuten, wobei sich hier 
freilich noch eine geringe Differenz der Werte in iiberstehender Fliissig- 
keit und Bodensatz zugunsten der Fliissigkeit bemerkbar macht, 
Unterschiede, auf deren Deutung wir weiter oben ausfiihrlicher ein- 
gegangen sind. Aus Raumgriinden haben wir bei der Wiedergabe des 
einen Streptococcenversuchs (letzte Spalte der Tabelle IX) nur das 
Ergebnis in der iiberstehenden Fliissigkeit dargestellt; die Versuche 
verliefen aber in Bodensatz wie iiberstehender Fliissigkeit stets 
identisch. 

Die Wirkung des Katadynbolus auf Streptococcen erreicht sowohl 
in Bouillon wie in Galle bereits nach 40 Minuten ihr Maximum, nach- 
weisbar ist aber bereits nach 30 Minuten eine deutliche Wirkung. 
Bewerkenswert ist, daB bei den grampositiven Bakterien die Galle 
nicht in dem Mae oder iiberhaupt nicht die Desinfektionskraft des 
Katadynbolus zu steigern vermag, wie bei den gramnegativen Bak- 
terien, waihrend z. B. der Harnstoff auch bei grampositiven Bakterien 
die chemotherapeutische Zuganglichkeit der Bakterien bzw. die Des- 
infektionsaktivitat des betreffenden Agens erhéht. Auf diesem Gebiet 
sind noch eine groBe Anzahl erginzender Untersuchungen vorzunehmen, 
fiir die bisher nur tastende Versuche vorliegen. 
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Auf die unvergleichlich ungiinstigeren Ergebnisse der Versuche 
mit Yxinkohle, die von den untersuchten Substanzen noch die weitaus 
aussichtsreichste schien, vor allem auf die praktisch fast véllige Un- 
wirksamkeit gegentiber Colibazillen und Streptococcen, verweisen wir 
nur kurz und gehen auf theoretisch interessante Kinzelheiten (z. B. auf 
das umgekehrte Verhalten von Bodensatz und Fliissigkeit, wie wir es 
beim Katadynbolus beobachteten) hier nicht ein. 

Im Katadynbolus aber haben wir im besten Sinne ein ,,panthera- 
peutisches*’ Agens, dessen Wirksamkeit auf grampositive wie gram- 
negative Bakterien unter bestimmten chemotherapeutischen Voraussetzungen 
maximal gleichmdpig zu steigern ist. Das chemotherapeutische Prinzip 
liegt in der oligodynamischen Metallwirkung, die soeben erwaihnten 
bestimmten Bedingungen erstrecken sich auf die Schaffung einer 
optimalen physiko-chemischen Situation, z. B. im Sinne einer Oberflichen- 
aktivierung durch entsprechende Substanzen als Zusatz (in unserem 
Falle mit Galle). 


Schlubfolgerung. 


Ziel der hier mitgeteilten Untersuchungen war, Substanzen zu 
suchen, die imstande waren, eine chemotherapeutische Wirkung unter 
verschiedenen Bedingungen auf die banalen Saprophyten (Staphylo- 


coecen und Colibazillen), wie vor allem auf die gramnegativen patho- 
genen Coccen zu entfalten und Prinzipien nachzuspiiren, die vielleicht 
eine an sich unter iiblichen Versuchsbedingungen bereits bestehende 
chemotherapeutische Wirkung so steigern kénnten, dab physiologisch: 
Substanzen zu eben dieser Steigerung gleichviel in welchem Sinne, 
physikalisch oder chemisch, physiko-chemisch oder fermentativ- 
katalysatorisch — herangezogen werden kénnten. Dieses letztere ware 
nach unseren Vorstellungen méglich gewesen mit kérpereigenen, ober- 
flachenaktiven Stoffen. Aus diesem Grunde wahlten wir den Harnstoff 
einerseits und die Galle andererseits. Eine weitere Analyse der Gallen- 
anteilswirkung, die aus auBeren Griinden unterbleiben mubte, werden 
spatere Untersuchungen geben miissen. 

Als wesentlichstes Ergebnis fanden wir, da8 sowohl der Harnstoff 
wie die Galle imstande sind, Desinfektionswirkungen auf ein Viel- 
faches bis an die optimale Grenze zu steigern, die Wirkungszeit erheblich 
zu beschleunigen und derartige Versuche, die bei verschiedenen Bak- 
tegienarten in normalen Grundversuchen erhebliche Differenzen auf- 
weisen, zu nivellieren. Als brauchbares Prinzip fiir eine optimale lokale, 
vielleicht auch allgemeine Chemotherapie scheint sich die Metallwirkung 
und im vorliegenden Falle speziell die oligodynamische wegen ihrer 
pantherapeutischen Aktivitét herauszukristallisieren ohne noch die 
groBen Schwierigkeiten fiir ihre rationelle Verwertung erértern zu 
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wollen —, daneben fiir gewisse Zwecke, deren Breite mit zunehmende 
Dienstbarmachung der Metalltherapie immer enger werden diirften 
Farbstoffe, unter denen zunichst die Acridinfarbstoffe noch ein 
bevorzugte Stellung einnehmen (R. Freund, EF. v. Wicht). In aus 
gedehnten Untersuchungen wurden auf Grund der Entdeckung G. A 
Krauses, des Katadyns, der oligodynamischen Metallwirkung fiir dic 
Zwecke der Desinfektion neue Wege gewiesen. In der Steigerung diese: 
Wirkung durch oberflachenaktive Stoffe kommt man zu einer optimalen 


pantherapeutischen Leistung, deren theoretische Grundlagen noc! 


weiterer Bearbeitung bediirfen. 
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Uber die Hydrolyse des Phenylalanins. 
Von 
Emil Baur und H. Sehindler. 


{us dem Physikalisch-chemischen Laboratorium der Eidgen. techn. 


Hochschule Ziirich.) 
(Eingegangen am 3. August: 1954.) 


Mit | Abbildung im Text. 


In einer Reihe von Arbeiten aus dem hiesigen Laboratorium! 
ist die Hydrolyse der Aminosiuren am Kohlenkontakt untersucht 
worden. Las wissenschaftliche Interesse, das diesen Umsetzungen zu- 
kommt, besteht unter anderem darin, daB sie zwar nicht zu Ende gehen, 
aber doch nicht umkehrbar sind. Es schien zunachst, dafi die Halte- 
punkte ,,einseitige Gleichgewichte’? seien: spater schien es, daB die 
Haltepunkte durch Vergiftung der Kohlenoberflache durch die Reak- 
tionsprodukte bedingt seien. Nun wurde bemerkt, wie vor Jahres- 
frist in dieser Zeitschrift mitgeteilt®, daB ein wasseriger Auszug aus 
Knochenkohle ebenfalls befaihigt ist, Aminolyse hervorzurufen. Hier 
muBten Deutungsschwierigkeiten, die einer heterogenen Katalyse an- 
haften, in Wegfall kommen. Es war daher geboten, die Untersuchung 
der Natur der Umsatzgrenzen unter der Kinwirkung dieses wasserigen 
Auszuges, in der Folge kurz ,,Kochsaft’’ oder ,,Ferment*™ genannt, 
erneut zu untersuchen. Hieriber wird nachfolgend berichtet. 

Als Substrat wahlten wir Phenylalanin, weil dieses, wie wir wubten 3, 
schon durch Wasser allein ein wenig hydrolysiert wird. Es mubte 
also méglich sein, zunichst den Leereffekt festzustellen, sodann dessen 
Beeinflussung durch den Kochsaft. In der Tat hat sich ergeben, dab 
auf diesem Wege das Problem des Gleichgewichts und dasjenige der 
Fermentwirkung zusammen geklirt werden kann. 


Der Kochsaft. 


Die verwendete Tierkohle, Carbo ossium pulv. pro analysi, Aahlbaum, 
hat einen Aschegehalt von 1,5°%. Zur Herstellung des Kochsaftes wird 


so verfahren: 125g Kohle werden mit 1 Liter Wasser wahrend 6 Stunden 


' BE. Baur, Helv. 5, 825, 1922; K. Wunderly, Zeitschr. f. phys. Chem. 
112, 175, 1924; 8S. Molinari, Helv. 14, 671, 1981; K. Wunderly, ebenda 15, 
721, 1932: 16, 80, 1933; E. Baur, ebenda 16, 88, 1933; AK. Wunderly, ebenda 
16, 515, 1933; 16, 1009, 1933; EB. Baur u. K. Wunderly, diese Zeitschr. 
262, 300, 1933; K. Wunderly, Helv. 17, 523, 1934. 2 Uber einseitige 
Gleichgewichte vgl. E. Baur, Zeitschr. f. phys. Chem. 93, 240, 1918; 112, 
199, 1924; 134, 87, 1928; 187, 63, 1928; 140, 194, 1929; 157, 315, 1931; 
Helv. 17, 504, 1934. 3 Diese Zeitschr. 262, 300, 1933. 
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auf dem Wasserbad am RiickfluB erhitzt; hierauf wird abgenutscht und di 
Kohle noch zweimal mit je 1 Liter Wasser in gleicher Weise ausgezog« 
worauf die Kohle zwar nicht voéllig, aber doch weitgehend erschépft i 
Die drei Ausziige werden vereinigt und nach 3 Tagen filtriert, nach«d« 
sich ein feiner Bodensatz von Kohlenstaub abgesetzt hat. 16 Liter soleh 
Ausziige werden in offener Porzellanschale bis zum Beginn des Ausfallei. 
geloster Salze auf 5 Liter eingeengt, hierauf nochmals filtriert. Fiir 1 Lite: 









Auszug werden 135 g Kohle verbraucht. 






Dieser konzentrierte Kochsaft halt sich, in verschlossener Flasc]} 





aufbewahrt, monatelang unveraindert. Auch seine aminolytische Wirkung 
bleibt unverandert. Die Lésung ist klar und frei von Schwebestoffen: 
sie kann, ohne ihre aminolytische Wirkung zu verandern oder einzubiifBen, 
durch Eisessig-Kollodiumfilter (von Schleicher & Schill), welche Kongorot 






zurickhalten, ultrafiltriert werden. Der Kochsaft enthalt also bestimmt 
keine Ultramikronen. 














Der Kochsaft hat pu 6,6, bestimmt mit Bromthymolblau 
Sein Trockengewicht betragt 0,66 g¢ Liter. An Kationen konnten 






Calcium, Magnesium und Eisen nachgewiesen werden, an Anionen 






Chlorion, Sulfation und Phosphorsaéureionen. AuBerdem enthalt dei 
Auszug eine Spur Ammoniak, das durch NeBlerisierung zu 2,3 . 10-> Mol: 
NH, Liter bestimmt wurde. Die in den Aminolysaten durch Titration 
zu messenden Ammoniakkonzentrationen sind zehn- bis hundertma! 








gréBer. Jene Menge ist an oder unter der Grenze titrimetischer B« 
stimmbarkeit. Es wird daher spiater an den Ammoniaktitrationen 
fiir die Ammoniakspur, die der Kochsaft mitbringt, nicht korrigiert 











Die Aminolyse des Phenylalanins als Umsatz. 

d, 1-Phenylalanin (von Hoffmann-La Roche) ist ammoniakfrei. Bei 
viertelstiindiger Destillation mit Natronlauge erweist sich das Destillat 
Nessler-positiv, aber die Menge bleibt unter der Grenze titrimetrische: 
Bestimmbarkeit. Wenn jedoch die wasserige, durch Auskochen von Luft 
befreite, Lésung des Phenylalanins in verschlossener Flasche langer 
Zeit bei 80° gehalten wird, so bekommt man bei der Destillation mit 
Natronlauge bis zu einem Grenzwert ansteigende Mengen von Ammoniak 
Das Bild verandert sich qualitativ nicht, wenn Phenylalanin statt in 
Wasser im Kochsaft gelést wird, wohl aber wird der Umsatz groébBer. 


















wie die folgende Tabelle I zeigt. 

In Flaschen aus Jenaer Glas mit BierflaschenverschluB wird 
Phenylalanin in Wasser oder Kochsaft gelést, zum Sieden erhitzt zu 
Verdrangung der Luft, die Flaschen geschlossen und in den Luft- 
thermostaten bei 80° eingestellt. Nach passenden Zeiten werden di 
Flaschen entnommen, ihr Inhalt der Destillation mit Natronlauge 
unterworfen und Ammoniak in iiblicher Weise gegen Methylorang: 
titriert. — Die Reaktion gehorcht in ihrer Geschwindigkeit merklich 
der Gleichung der ersten Ordnung. 
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Uber die Hydrolyse des Phenylalanins. 


Tabelle lL. 





Phenylalanin, Tem- ; Zeit in Stunden 
Einwage 10 g/Liter “a fe) = 20' 23 | 39 | 44 | 68 69! 85 98 | 109/117 
(msatz im Koch- 
saft, % NH;.. | 80° "0,88 2,0, 2,25 2.54 2,7 2,7 2,7 
Umsatz in Wasser, 
a. S| 80° 0,60 0,90 1,1 1,2 1,2 


Die so erfabte Umsatzgrenze laBt sich nicht riickwiarts verschieben, 
wenn dem Aminolysat die Reaktionsprodukte zugesetzt werden. Die 
Reaktionsprodukte sind, wie sogleich gezeigt wird, Ammonium- 
iivdrocarbonat und Phenylaithylalkohol. Werden diese, einzeln oder 
zusammen, dem fertigen Aminolysat in passender Menge zugesetzt 
und das System weiter erhitzt, so findet kein Riickgang im Ammoniak- 
titer statt, wofiir wir die folgenden Belege geben: 

Das Destillat von 100 ccm, enthaltend 1g Phenylalanin, nach 
Erreichung des Reaktionsendpunktes, verbraucht 3,1 ccm 0,05n H,S0O,. 

Nach weiteren 48 Stunden auf Zusatz von: 

1. 0,02¢ NH,HCO, (abziiglich des zugesetzten NH,) 3,2 eem 
0.05n H,SO,. 

2. 0,2g Phenylathylalkohol, 3,0 cem 0,05 n H,SQ,. 

3. 002g NH,HCO, +-0,2g Phenylathylalkohol (abziiglich des 
zugesetzten NH,), 3.1 cem 0,05 n H,SQ,. 

Bei kleinerem Umsatz sehen die Aminolysate klar aus; bei gréBerem, 
namlich im Kochsaft bei hoher Konzentration des Phenylalanins 
(20 g/Liter), sind sie gelblich opalisierend bis schwach getriibt. Auf 
diese Erscheinung kommen wir spater zuriick. 

Das pu des Aminolysats, bestimmt mit Methylrot, Bromthymol- 
blau, Bromkresolpurpur durch Vergleich mit Sdérensens Puffern, ist 
von dem der Ausgangslésung nur sehr wenig verschieden.  Zahlen- 
maBige Angaben in den Tabellen weiter unten. 

Die Aminolysate enthalten Carbonat, dessen Menge dem Am- 
moniumion ungefahr gleich ist, wie die folgenden Bestimmungen zeigen 
(Austreiben des mit Schwefelsiure angesduerten Aminolysats durch 
Erhitzen im Wasserstoffstrom, Auffangen der Kohlenséiure in Baryt- 
lauge und Titration mit Phenolphthalein und 0,1 n HCl): 

20 g/Liter Phenylalanin enthalten nach Erreichung des Reaktions- 





endpunktes : 
ail NH, CO, wikia 
Versuch || 19-5 Mole/Liter 10-5 Mole/Liter sas 
1 | 178 ao 178 
| - | 200 
: } SO 
3 —_— 160 I 


Biochemische Zeitschrift Band 273. 
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Die Bilanz erfordert, da neben Ammoniumhydrocarbonat di: 
aquivalente Menge Phenylathylalkohol anzutreffen sei. Dessen Gegen- 
wart verrat sich unzweideutig durch den Geruch (ahnlich der Hya- 
zinthenbliite). Dagegen ist uns die Isolierung oder quantitative Be- 
stimmung des Phenylathylalkohols nicht gelungen. Wir haben ver- 
sucht, denselben mit p-Nitrobenzoylchlorid zu identifizieren, jedoch 
ohne Erfolg. Da wir nie mehr als etwa 50 mg/Liter Phenylathylalkohol 
haben, so war ein Erfolg auch ausgeschlossen. Denn wenn man eine 
Lésung von 100 mg dieses Alkchols in 1 Liter Wasser ausathert, den 
Ather abdestilliert und im Riickstand nach dem iiblichen Verfahren! 
den p-Nitrobenzoylester darzustellen versucht, so kann man auch dann 
kein durch Schmelzpunkt charakterisiertes Praparat erhalten. Daher 
miissen wir uns mit dem Nachweis durch den Geruch begniigen. Seine 
Menge ist durch die Bilanzforderung gegeben, wenn keine weiteren 
feaktionsprodukte vorhanden sind. 


Tatsachlich haben wir andere Stoffe im Aminolysat nicht auf- 
finden kénnen. Insbesondere geben die Aminolysate, frisch aus der 
verschlossenen Flasche kommend, keine Reaktion auf Aldehyd (mit 
fuchsinschwefliger Saéure). Wohl aber wird die Aldehydprobe positivy, 
wenn das Aminolysat an der Luft gestanden hat. Offenbar hat eine 
Oxydation zu Phenylacetaldehyd stattgefunden. Wie wir uns durch 


Kontrollversuche tiberzeugt haben, findet in verdiinnten wasserigen 
Lésungen von Phenylathylalkohol beim Stehen an der Luft tatsach- 
lich eine langsame Oxydation zum Aldehyd statt. 


Aus den analytischen Befunden folgt als Umsatzgleichung: 
(,H,CH,CHNH,COOH + 2H,0 = C,H,CH,CH,OH + NH; + HCO, 


Diesen Umsatz nennen wir ,,die alkoholische Garung des Pheny!- 
alanins*™*. 


Das Gleichgewicht. 


Wir haben nun fiir vier Konzentrationen des Phenylalanins (von 
0,5 bis 20 g/Liter) die Grenze des Umsatzes bestimmt und nachgesehen, 
ob dieselbe mit den Forderungen des Massenwirkungsgesetzes fiir die soeben 
angegebene Umsatzgleichung iibereinstimmt. Das Ergebnis enthalt die 
Tabelle II. Samtliche Versuche sind doppelt ausgefiihrt. 


Die Tabelle enthalt neben der Einwage den wirklich abgelesenen 
NH,-Titer des Aminolysats und dessen px, sodann die Umrechnung aut 
die Konzentrationen beim Gleichgewicht. NH, und Phenylathylalkoho! 
(= Alk) werden einander gleichgesetzt. Das Phenylalanin (= Phen) ist 
die Ausgangskonzentration, vermindert um NH,. Zur Auswertung der 


' H. Staudinger, Anleitung zur organischen qualitativen Analyse. 
Berlin, Jul. Springer, 1923. 8. 32. 
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die Hydrolyse des Phenylalanins. 


Tabelle II. 





|| Titer cem Umsatz Konzentrationen 
| 0,05 n in %J9 Mole . 10-5 
te H,S0, der : eam 
Mole | auf 100cem_ Ein- 
10-5 ||Aminolysat wage 


Einwage 


HCO! 


a he NH, 
¢ Liter Phen Alk 


0,5 303 0,6 98 6,0 7 80 |} 10 {1,1 ) 

0.5 8,2 : 25 8,3 10,7 | 

1,0 605 0,7 5,8 | 6,0 35 11,6 0,71 | 0.83 

0,8 6.8 if 40 | 13,2 |0,95j >‘ 

10 6050 13 1,06 | 6,0 65 21.5 | 0,23 | ( 
1,6 1,3 5940 80 | 26,5 § 0,36 | 

20 12 100 1,6 0.62 | 6,0 12025 80 265 0,18) 0.9: 

2,0 0,9 11980 100 3! 0.28 ;°"" 


Mittel: 


0,9 


3,30 


Konzentration des Hydrocarbonations (= HCO) ist die erststufige Disso- 
ziationskonstante der Kohlensaéure bei 80° heranzuziehen. Dieselbe ist?: 
(HCO!) (H) 


495.1077. 
(COy) did 


Keo - 
In Verbindung mit der st6échiometrischen Beziehung: 
(HCO!) + (CO,) (NH,), 
ist daraus die in der Tabelle aufgefiihrte Konzentration (HCO) zu he- 
rechnen. Die beiden letzten Spalten der Tabelle enthalten die Massen- 
wirkungskonstanten ,,zweiter Ordnung™ (Ay,;) und ,,dritter Ordnung* (Ay), 
namlich die Ausdriicke: 
(NH) (HCO) 
(Phen) 
(N Hj) (Alk) (HC 0%) 
(Phen) ; 


Ay 


Ky 


Wenn die Umsatzgrenze ein Gleichgewicht ist, soll Ay;; konstant sein. 
Damit die Rechnung beweisend ist, muB Ay, sich deutlich unterscheiden 
von Ky, das nicht konstant sein darf. 

Wie man sieht, ist Ay in der Tat nicht konstant, wohl aber Ay. Hieraus 
mu geschlossen werden, daB die Aminolyse wirklich zum Gleichgewicht 
fiihrt, ein Gleichgewicht, das wegen der dritten Ordnung au®erordentlich 
empfindlich gegen Verdiinnung ist. Der Hydrolysengrad steigt von rund 
1 auf 10% bei 40facher Verdiinnung. Das Gleichgewicht ist streng ein- 
seitig, d.h. es ist nur zu erreichen von Seite der Aminosaéure, nicht aber 
von Seite der Hydrolysenprodukte. Auf die Bedeutung solcher einseitiger 
Gleichgewichte kénnen wir hier nur hinweisen?. 

Nachdem dies festgestellt ist, haben wir zu schlieBen, daB dieses 
Gleichgewicht sich auch einstellt, wenn Kolile oder Kochsaft hinzu- 

' Mit den Daten K,, = 3,04. 1077 (Walker, Cormak) und K;5, 4,0 
.10-7 (Piazza). Vgl. £. Baur, Zeitschr. f. phys. Chem., Bodensteinband, 
S. 171, 1931. — ? Vgl. die eingangs angefiihrte Literatur. 


95* 
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gefugt wird. 
satz so nennen, beschleunigt nicht allein die Hydrolyse, sondern ver- 
schiebt auch das Gleichgewicht. Diese Verschiebung haben wir nun 


zu untersuchen. 
Die ,,Fermentwirkung*. 
Wir vergleichen den Leereffekt mit der Umsatzgrenze im unver- 
diinnten und verdtinnten Kochsaft. Da wir die Gleichgewichtskonstant« 
kennen, so kénnen wir aus den Analysenwerten die Konzentration 


des mit dem Gleichgewicht vertraglichen, ,,freien‘*, Phenylithyl- 
v. s 
alkohols berechnen. Wir nehmen an, daB der UberschuB des ana- 


lytisch gefundenen Alkohols iiber jenen Betrag hinaus vom Ferment 
gebunden wird. Man kann natiirlich auch sagen, daB das Ferment 
die aktive Masse des Alkohols um diesen Betrag vermindert hat. Hier- 
auf mub nachgesehen werden, in welcher Beziehung der gebundene 
Diesem Zweck dienen 
die beiden in den folgenden Tabellen III und IV enthaltenen Ver- 


Alkohol zur anwesenden Fermentmenge steht. 











suchsreihen mit dem unverdiinnten und dem verdiinnten Kochsaft. 
Tabelle III. 
Ferment- Einwage Umsatz Konzentrationen Mole. 10-5 Alkohol 
ecauein.. aeencaee ie —j| in %Jp pee enrennennponennennnt! KOMDIEX pro 
tration z/Liter Mole der Pu pear wp Alkohol Ferment- 
" 8/h 10-5 Einwage NH, HCOs frei ¢ einheit a 
1 0.5 303 24,7 6,6 73 48.5 2,14 71 
1 1,0 605 16,2 6,85 98 76,5 2,01 96 
] 10 6 050 2,6 i 160 138 6,9 153 
20 | 12100 14 | 72 | 178 | 157 | 108 167 
Tabelle IV. 
Fer- ives Umsatz Konzentrationen Alkohol 
ment- wicca in Jo Mole . 10-5 Alkohol  komplex 
kon- der Pu - kom- pro 
zen- oT stae Mole Kin- es ar | Alkohol plex Ferment- 
tration | 8/1! . 10-5 wage NH, HCO; frei ¢ einheit a 
3/, 1 605 9,9 | 6,9 60 57 4,5 55,6 74,1 
Wy 1 605 8.5 6,9 50 40 7.5 42.5 85,0 
ap 1 605 6,8 6,9 40 32 11,8 28,2 112,8 
sy, 10 6 050 2,2 7,0 125 104 i, 114 152 
My 10 6 050 La 7,0 100 83 18 82 164 
, 10 6 050 0.9 6,9 78 62 30,8 47 188 
od 20 12 100 1,2 6,4 150 86 24 126 168 
1g 20 12 100 0,8 6,25 182 58 40 92 184 
Die Einrichtung der Tabellen III und IV entspricht derjenigen 


der Tabelle II. Die letzten Spalten enthalten unter ,, Alkohol komplex* 
und ,,Alkohol komplex pro Fermenteinheit*‘ 
Differenz (NH,) — ¢, 


a die Werte, die aus det 
wobei c den aus der Gleichgewichtskonstant« 


Aber das ,,Ferment’*, wenn wir den katalysierenden Zu- 
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len Zui Kyy 2.5.10-9 berechneten Wert des freien Alkohols bedeutet, un- 

™m ver-mittelbar oder nach Multiplikation mit dem Verdiinnungstaktor des 

vir nun) Kochsaftes hervorgehen. Der unverdiinnte Kochsaft gilt als die Ein- 
‘heitsmenge des Ferments. 

| Wir haben versucht, die Wechselwirkung von Ferment und Alkohol 


'dem Massenwirkungsgesetz zu unterwerfen, indem man etwa setzte: 
unver- 


F+AQFA 
nstante mT ; ae , , 
. |(F = freies Ferment, A = freier Alkohol, FA Fermentkomplex) und 
tration . mead ; : al 
‘ nun aus je zwei Versuchen eine Komplexkonstante berechnete nach der 
lth yl- Gleichung: . 
i K (FA) 
a: i. - 
oe (f—FA).(A) 
prment 


(f = gesamtes Ferment, das bei der Ausrechnung zu eliminieren ist). Dieser 
Ansatz scheitert vollstandig, woraus zu schlieBen ist, daB es keine stéchio- 
metrische Verbindung zwischen Ferment 


rment 


Hier- 

















indene} und Alkohol gibt. Man mu8 daher nach 20, 
dienen| einer anderen Verteilungsfunktion suchen. % 
1 Ver- Unser ,,Ferment’’ besteht aus 
chsaft.| nichts anderem als aus Salzionen. Diese ™ 
kénnen den Alkohol nach Art einer 
Ionenhydratation an sich ziehen, viel- jy 
koho! | leicht unter Polymerisation. Kin An- |x| 
vend ag zeichen davon erblicken wir in der ‘| 
heit a | opalisierenden Triibung, von der weiter = 50-4 
71 oben gesprochen wurde. Es wird dann | 
96 eine Verteilung zwischen freiem und ee eae 
pos gebundenem Alkohol geben nach Art 0. 5 0 6 2 W 8 WeUs 
einer Adsorption. Unter diesem Ge- Abb. 1. 


sichtspunkt haben wir die auf die 


——— | Fermenteinheit bezogene Menge (a) des gebundenen Alkohols 
kohol 
mplex 
Eo. handelt und in Beziehung gesetzt zu der Innenkonzentration (c) des 
heit a | freien Alkohols. 


Hierbei erhalt man den in Abb. 1 graphisch wiedergegebenen 


wie eine am Ferment adsorbierte Oberflichenkonzentration — be- 


14,1 


35.0 Zusammenhang. Die Werte a (Alkohol komplex pro Fermenteinheit) 
12,8 und ¢ (Alkohol frei) sind den Tabellen II] und IV entnommen. Die 
eingezeichnete Kurve gehorcht der Gleichung: 

38 80 ¢ 

8 we Tae 

34 


Es ist die sogenannte Langmuirsche Adsorptionsgleichung. Nach 
1igen | ihrer Ableitung! kénnte man eine solche Beziehung wohl auch fiir die 
lex* 
s der ' Vel. EB. Htickel, Adsorption und Kapillarkondensation. Leipzig, 
ante Akad. Verlagsgesellschaft, 1928. S. 159, Formel (116a). 
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(unst6échiometrische) Verdichtung von Dipolmolekilen im Felde voi 
lonen erwarten. 

Wie man sieht, schmiegen sich die Beobachtungspunkte de: 
Kurve auf Abb. 1 ziemlich gut an, mit Ausnahme zweier durch Kreuz 
bezeichneter Punkte, die aber das geringste Gewicht haben, weil si: 
der verdiinntesten Lésung mit verdiinntem Ferment angehéren, wi 
der Titrationsfehler, miultipliziert mit dem Faktor zwei bzw. vier 
sehr stark failschend sich auswirkt. 

Wir stehen daher nicht an, die Gleichgewichtsverschiebung, dic 


das Ferment hervorbringt, zu deuten als eine, vielleicht polymeri- 


sierende, Verdichtung eines der Reaktionsprodukte, das im_ vor- 
liegenden Fall wohl kein anderes sein kann als Phenylathylalkohol 
Diese Komplexbildung muB schon an sich die Geschwindigkeit de: 
Umsetzung erhéhen. Daneben kann noch eine unabhangige kataly- 
tische Wirkung bestehen. Es scheint aber dafiir nicht viel Raum zu 
bleiben. 

Was fiir den Kochsaft ermittelt wurde, darf naturgemaB auf dic 
Aminolyse durch Kohle iibertragen werden. Man wird auch dort Gleich- 
gewichte anzunehmen haben, die gegeniiber dem fermentfreien Gleich- 
gewicht um so mehr verschoben sind, je starker die Verdichtungen 
von Reaktionsprodukten an der Kohle und am gelésten Ferment aus- 
fallen. 

Zusammenfassung. 

Als Ergebnis der Untersuchung wird festgestellt : 

1. Ein Kochsaft aus Tierkohle, der nur mineralische Stoffe in 
groBer Verdiinnung enthalt, férdert die alkoholische Garung des 
Phenylalanins. 

2. Der Kochsaft kann als echt geléstes, aus Salzen zusammen- 
gesetztes ,,Ferment’’ angesprochen werden. 

. 3. Die ,,alkoholische Garung‘‘ des Phenylalanins wird von der 
Kinstellung eines einseitigen Gleichgewichts beherrscht. 

4. Das Ferment verschiebt das Gleichgewicht infolge einer Ver- 
dichtung, die durch eine Verteilungsfunktion, analog einer Adsorption, 
geregelt wird. 

5. Man wird damit zu rechnen haben, daB in der Chemie der wahren 
Fermentationen ahnliche Verhaltnisse vielfach anzutreffen sein werden. 
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Uber die chemischen und spektroskopischen Eigenschaften 
des Serumglobulins. 


(Zusammenhang derselben mit den Blutgruppen?) 
Von 
J. Gr6h und M. Weltner. 


(Aus dem chemischen Institut der kgl. ung. Tierarztlichen Hochschule 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 5. August 1934.) 


A. Untersuchungen an Pferdeblutseren, 


I. In einer friiheren Mitteilung! kam einer von uns mit FP. Faltin 
zu dem Ergebnis, daB diejenige SerumeiweiBfraktionen, welche man 
nach der tiblichen Methode durch Fallung mit Ammoniumsulfat erhalt, 
chemisch nicht homogen sind, sondern Mischungen zweier oder mehrerer 
KiweiBstoffe darstellen. Auf Grund der Sdrensenschen Theorie folgerten 
wir daraus, dai man nur dann hoffen kann, homogene Fraktionen zu 
erhalten, wenn man die Fraktionierung an sehr verdiinnten Seren 
durchfiihrt. 


Wir wollten uns zuerst von der Richtigkeit dieser Annahme iiberzeugen. 
Zu diesem Zwecke teilten wir 500 cem Pferdeserum in zwei gleiche Teile 
und verdiinnten den ersten Teil auf das Zweifache, den zweiten Teil aber 
auf das 20fache Volumen mit Wasser. Wir fraktionierten dann beide Sera 
durch Zugabe von kristallinischem Ammoniumsulfat. In beiden Fallen 
erhielten wir fiinf Fraktionen dadurch, da®B wir die Fallungen bei den 
Sattigungsgraden 0 bis 30, 30 bis 40, 40 bis 50, 50 bis 60 und 60 bis 70% 
getrennt sammelten. Nach der Fillung jeder Fraktion riihrten wir die 
Mischung 2 Stunden lang und wuschen die Niederschlige mit Ammonium- 
sulfatlésung entsprechender Konzentration. Die Fraktionen wurden dann 
bei 0°C dialysiert und in NaCl-Lésung aufgenommen. Wir bestimmten 
endlich die Tyrosin- und Tryptophangehalte, ferner die ultravioletten 
Absorptionsspektra der Fraktionen. 


Die Ergebnisse sind in der Tabelle I zusammengefaBbt, in welcher 
die Ae-Werte die Differenzen der Extinktionskoeffizienten bei den 


Absorptionsmaxima und -minima darstellen. (Ahnlich wie bei der 
zitierten Mitteilung.) 


Wie ersichtlich, haben alle Fraktionen des auf das doppelte Volumen 
verdiinnten Serums verschiedene Tyrosin- und Tryptophangehalte und 
verschiedene Ae-Werte. Die ersten beiden Fraktionen des 20fach ver- 
diinnten Serums scheinen dagegen identisch zu sein. Die Tyrosin- und 


1 J.Groh u. E. Faltin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 199, 13, 1931. 
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Tabelle I. 


Pferdeserum Nr. 1. 





. 2fach verdiinntes Se 20fach verdiinntes Ser 
Suttigungs- __ fach verdiinntes Serum oy 0 fach verdiinntes erum 
grad des | Kiweis- eieie Eiweib- iene 
Ammon- aus- ne rypto- ans- ‘“ , rypto- 
aus yr ‘ aus TOS ’ 
sulfats heute | *7rOsin phan 4% heute Tyrosin phan dé 
O/, 0), 99 0), 0/, Of 0/9 


0—30 46 5,81 3,26 10,30 18 5,84 3,71 10,75 
30—40 9 5,02 2,93 8,30 24 5,85 3,58 10,60 
40—)O0 22 4,17 2,16 5,00 16 4,56 2,43 4,00 
50—60 18 4,37 1,34 4,25 31 3,94 1,90 3,95 
60—70 5 3,00 0,68 1,20 Lh 3,88 1,09 2,60 


Tryptophangehalte und Ae-Werte dieser letztgenannten beiden Frak- 
tionen sind héher als diejenigen des zweifach verdiinnten Serums. Alle 
diese Zahlenwerte erlauben uns zu folgern, daB die ersten beiden Frak 
tionen des 20fach verdiinnten Serums chemisch homogen sind, wa: 
fiir die Richtigkeit unserer Annahme spricht. 

Il. Wir wiederholten die beschriebene Fraktionierung mit fiint 
weiteren verschiedenen Pferdesera so, da wir das Serum vor der 
Fraktionierung in einem Falle auf das 20fache Volumen, in den ubrigen 
vier Fallen aber 50fach verdiinnt haben. Bei den Pferden Nr. 4 bis 6 
untersuchten wir nur die ersten beiden Fraktionen. Wir bestimmten 
wieder die Tyrosin- und Tryptophangehalte ferner die A e-Werte, 
auBerdem untersuchten wir aber auch das Verhalten des Absorpticns- 
spektrums gegen Natronlauge. 


Wie wir in einer friiheren Mitteilung feststellten', erleiden die 
Absorptionsspektra der EiweiBkérper des Serums in alkalischem Medium 
eine zeitliche Verschiebung auch dann, wenn wir dieselbe in relativ 
verdiinntem alkalischem Medium (n/10 NaOH) bei gewoéhnlicher 
Temperatur (25°C) aufbewahren. Nach unseren Erfahrungen endigt 
diese Verschiebung der Absorptionskurve bei den jetztgenannten 
Bedingungen binnen 2 Tagen. Wir priiften nun alle unsere Serum- 
fraktionen in dieser Hinsicht wie folgt: 

Wir haben die Fraktionen mit dem gleichen Volumen 0,2 n NaOH 
vermischt und das Absorptionsspektrum sofort photographiert. Die alkali- 
sche Lésung bewahrten wir dann in einem Thermostaten von 25° C auf und 
photographierten das Absorptionsspektrum nach 3 Tagen wieder. Aus dem 
reichlichen Beobachtungsmaterial teilen wir nur mit, wie groB die Er- 
héhung des Absorptionsmaximums auf Einwirkung der Natronlauge war. 


Diese Erhéhung bezeichnen wir mit 4 max: 


Die Ergebnisse sind in der Tabelle IT zusammengefaBbt. 
t 4 5 


' J.Gréh u. M. Weltner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 198, 267, 1931. 
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Tabelle II. 





Sattigungsgrad Eiweil- ws 
ittigungsg ) Trypto- 


—— til Tyrosin phan 4 ae Bemerkungen 
Ofg Ty 0!, 0', 
Pferdeserum Nr. 2. 
0—30 11 5,81 2,32 10,02 0,00 
30—40 40 5,78 2,28 10,10 0,00 | * 
40—50 14 4,08 2.09 6,90 1.50 retanus-Immun-Pferd 
50—60 | 11 471 173 4.90 1.60 | Serum 20fach verdiinnt. 
60—70 24 4,14 1,06 2,60 2,30 
Pferdeserum Nr. 3. 
0—30 7 5,81 3,53 10,85 0,00 
30—40 34 5,75 2,25 10,03 0,00 | Mischung der Sera 
40—50 14 4,89 1,84 7,20 1,90 zweier normaler Pferde. 
50—60 + 33 4.93 1.62 5.45 3.20 Serum 50 fach verdiinnt. 
60—70 32 4,50 1,05 3,20 1,70 
Pferdeserum Nr. 4. 
0—30 — 4,94 2,26 9,60 0,00 Normales Pferd. Serum 
30—40 — 491 2,29 9.75 0,00 50fach verdiinnt. 
Pferdeserum Nr. 5. 
0—30 _ 5,47 2,21 10,00 0,25 Normales Pferd. Serum 
30—40 _— 4,78 1.93 9.00 0,95 50 fach verdiinnt. 
Pferdeserum Nr. 6. 
0—30 — 5,78 2,28 10,00 0,00 \ Normales Pferd. Serum 
30—40 — 5,62 2,23 10,18 0,00 | 50 fach verdiinnt. 


Betrachten wir die Ergebnisse der Tabellen I und II, so kénnen 
wir die folgenden Tatsachen feststellen: 


1. Aus den sechs untersuchten Fallen stimmen in vier Fallen 
(Sera Nr. 1, 2,4 und 6) die beiden ersten Fraktionen miteinander sowohl 
in ibren Tyrosin- und Tryptophangehalten, wie hinsichtlich ihrer A e- 
und Ayax-Werten iiberein. Die Abweichungen beim Pferdeserum 
Nr. 3 kénnen vielleicht so erklart werden, daB dieses Serum eine Mischung 
der Sera zweier Pferde war. Auf den Fall des Serums Nr. 5 kommen wir 
noch zuriick, doch bemerken wir schon jetzt, dafS auch der A, x-Wert 
dieses Serums abwich. 


2. Abgesehen von dem letztgenannten Serum Nr. 5 zeigen die 
ersten beiden Fraktionen keine Erhéhung ihrer Absorptionsmaxima 
auf Einwirkung der Natronlauge, d. h. Ajax = 0. Bei den spateren 
Fraktionen — wo sie iiberhaupt untersucht wurden sehen wir eine 
starke Erhéhung. Der Grund dieser Erscheinung liegt wahrscheinlich 
in der Enolisation der Ketogruppen. Man kann daraus schlieBen, da’ 
die ersten beiden Fraktionen keine solche Ketogruppen enthalten, 
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deren Enolisation die Erhéhung des Absorptionsmaximums_hervor- 
rufen kénnte, wahrend dieser Effekt bei den spateren Fraktionen 
betrichtlich ist. Diese Erscheinung spricht indirekt fiir die Reinheit 
der ersten beiden Fraktionen entgegen den tbrigen. 


3. Wenn wir nur die ersten beiden Fraktionen in Betracht ziehen 
so finden wir die folgenden Tyrosingehalte: 5,84, 5,85, 5,81, 5,78, 5,81 
5,75, 5,47, 5,78 und 5,62, baw. 4,94, 4,91 und 4,78. Was die Trypto- 
phangehalte anbelangt, kénnen wir die folgenden Gruppen feststellen: 
3,71, 3,58, 3,53%, bzw. 2,32, 2,28, 2,26, 2,26, 2,29, 2,21, 1,93, 2,28 


und 2,23 %. 


Wir begegnen also je zwei Typen, zwischen denen anscheinend kein 
Ubergang existiert. Wenn wir dabei festhalten, daB unsere ersten beiden 
Fraktionen chemisch homogen sind, so bedeutet diese Regelmabigkeit, 
daB die Tyrosin- und Tryptophangehalte individuell verschieden sind 
und wir die Individuen in dieser Hinsicht in gewisse Gruppen ein- 
reihen kénnen. 

Bezeichnen wir den héheren Tyrosingehalt (durchschnittlich 
5.74%) mit M, den kleineren (durchschnittlich 4,88 °,) mit m, den 
gréBeren Tryptophangehalt (durchschnittlich 3,61°%,) mit N und den 
kleineren (durchschnittlich 2,23°,) mit », so kénnen wir aus diesen 
Werten vier Kombinationen darstellen, wie dies die Tabelle III zeigt 


Tabelle ILI. 





Kombination Vorgekommen bei der 


ersten und zweiten Fraktion des Serums Nr.1 . . 10,75, 10,60 
ersten Fraktion des Serums Nr.3....... . 10,85 
ersten und zweiten Fraktion des Serums Nr.2 . . | 10,02, 10,10 
zweiten Fraktion des Serums Nr.38 ...... . 10,03 
ersten Fraktion des Serums Nr.5 ....... . 10,00 
ersten und zweiten Fraktion des Serums Nr.6 . . 10,00, 10,18 


ersten und zweiten Fraktion des Serums Nr.4 . . 9,60, 9,75 
zweiten Fraktion des Serums Nr.5 ......... 9,00 


Wie ersichtlich, finden wir unter den zwélf untersuchten Fraktionen 
jede der méglichen Kombinationen mit Ausnahme der Kombination 
m-— N,. Wir kénnen auBerdem auch eine Regelmabigkeit in den 
le-Werten beobachten, indem dieselbe bei der ersten Gruppe 10,6 
bis 10,85, bei der zweiten 10,00 bis 10,18, bei der vierten 9.00 bis 9,75 
ausmacht. 
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Wenn wir priifen, zu welchen Typen die beiden Fraktionen der 
einzelnen ‘Tierindividuen gehéren, so kommen wir zu folgendem 
Ergebnis: 

Pferdeserum Nr.1 ....... . . Fraktion 


l 


Pferdeserum Nr. 3 wurde in diese Zusammenstellung nicht auf- 
genommen, weil dies -- wie erwaihnt —- eine Mischung der Sera zweier 
Pferde war. 

Die weitere Frage war nun, wie wir diese Erscheinungen deuten 
und mit welchen biologischen Eigenschaften wir sie in Zusammenhang 
bringen kénnten. Es lag auf der Hand an die Blutgruppen zu denken, 
doch war es leider unméglich, nachtriglich zu bestimmen, welchen 
Blutgruppen die betreffenden Pferde angehdérten. 

Fiir die weiteren Untersuchungen benutzten wir dann Menschen- 
blutsera, weil bei den Pferdeseren — nach den Literaturangaben — 
gewisse Unsicherheiten sich zeigen. 


B. Untersuchungen an Menschenblutseren. 

Der Ubergang auf Menschenblutsera bedeutete einen Nachteil, 
weil man von einer Person nur ausnahmsweise soviel Blutserum ge- 
winnen kann, als zu den oben beschriebenen Versuchen notig ist (etwa 
200 cem Serum). Aus diesem Grunde haben wir davon in den meisten 
Fallen abgesehen, Tyrosin- und Tryptophangebalte der Fraktionen zu 
bestimmen, wir miiBten uns mit den spektroskopischen Untersuchungen, 
d.h. mit der Bestimmung der Ae- und Ayax-Werten begniigen. 
Wir benutzten dabei auch solche Sera, welche aus Krankenblut ge- 
wonnen wurden. 

Aus der Tabelle IV, in welcher die Ergebnisse zusammengefabt 
sind, ersehen wir nun folgendes: 

Bei der Blutgruppe Ag sind keine nennenswerte Unterschiede 
zwischen den Seren zu finden. Die beiden ersten Fraktionen der einzelnen 
Sera scheinen identisch zu sein. Der Mittelwert der A e-Werte macht 
8,56 und derjenige der Aax-Werte 2,73 aus. Bei den Seren, welche 
der B,-Blutgruppe angehéren, begegnen wir wesentlich héheren A eé- 
Werten (Mittelwert 10,66), aber der Ayax-Wert ist Null, oder sehr 
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Tabelle IV. 





Sattigungs- Blutgruppe Blutgruppe Blutgruppe Blutgruppe 
grad ; 2) AB 


Nr, des Ammon- p a up 
sulfats z a - - a tiatiesiin se 
lo é is max 


Je ; max 


0—30 8,40 11,60 0,00 8.60 | 3,20 | 11,55) 1,00 
30—40 8,60 11,50 | 0,20 | 11,40) 0,25 10,20: 3.60 
)0—30 8.65 10,63 0,00 | 10,15 0,10 8,37 | .2,95 
30—40 8.50 515 10,20 0,00 9,50 2,85 8,60 3,09 
0-30 — 8,62 9,90 0,00 10,05 0,08 855 2,10 
30—-40 8,70 9,80 0,00 8,65 2,70 8,75 | 2,00 
0—30 8,60 10,40 0,00 817 0,10 10,20 0,00 
30—40 8.40 10,30 = 0,10 8,10 0,00 987 0,45 
0—30 8,50 8,15 | 3,35 7,88 0,05 
30—40 8,35 8,40 3,45 8,20 0,80 
0—30 8.69 8,30 3,385 
30—40 8,74 9,20 0,50 


0—30 8,50 2,40 
30—40 10,10 | 0,10 


niedrig. Doch weicht Serum Nr. 5 vollkommen ab und ist sehr ahnlich 
demjenigen der Ag-Gruppe. (Bei der Berechnung der jetzt erwahnten 
Mittelwerte haben wir dieses Serum auBer acht gelassen.) Die aus 
demselben Serum erhaltenen beiden Fraktionen verhalten sich aber 
bei allen Seren dieser Gruppe gleich. Bei der Blutgruppe O, g sind die 
Werte von Ae und Ayax recht mannigfaltig. Abweichend von den 
Blutgruppen A, und B, stimmen hier die Eigenschaften der beiden 
Fraktionen der einzelnen Sera nicht tiberein. In der Regel ist eine der 
beiden Fraktionen zu derselben der Ag-Gruppe, die andere aber zu 
derselben der B,-Gruppe ahnlich, oder mit anderen Worten: Hat die 
eine, Fraktion einen niedrigen A e-Wert und ist Ay, hoch, so zeigt 
die andere Fraktion desselben Serums einen hohen A ¢-Wert und A pax 
ist niedrig. Serum Nr. 4 bildet aber eine Ausnahme. 

Die Ergebnisse bei der Blutgruppe A B_ sind nicht einheitlich. 

Die beobachteten Ergebnisse kinnen am cinfachsten dadurch erklart 
werden, dap wir dieselben mit den in den Seren vorhandenen Hamaggluti- 
ninen in Beziehung bringen. Und zwar das Verhalten der Gruppe Ag mit 
dem Agglutinin £, und dasjenige der Gruppe B, mit dem Agglutinin «. 
Da die Sera der Blutgruppe O,, beide Agglutinine enthalten, so 
wird durch diese Erklarungsweise das doppelte Verhalten der zu dieser 
Blutgruppe gehérenden Sera verstandlich. Auch das Verhalten des 
Serums Nr. 4 dieser Gruppe kann in dieser Weise erklart werden, wenn 
wir annehmen, da®B nur «-Agglutinin in den beiden Fraktionen gefallt 
wurde. Es ist unzweifelhaft, daB man die beobachteten spektroskopischen 
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Kigenschaften nicht ausschlieBlich auf die Agglutinine zuriickfiihren 
darf. Alle Eiweifkorper zeigen ja ein ahniiches Absorptionsspektrum 
wie das Serumglobulin und auch die Steigerung des Absorptions- 
maximums durch Einwirkung von Natronlauge ist eine Eigenschaft, 
welche wir auch bei einer anderen Eiweibart, beim Weizengliadin, 
nachgewiesen haben!. Was wir also beobachtet haben, stelit nicht die 


reinen spezifischen Agglutinineigenschaften dar. Unsere Erfahrungen 


beziehen sich nur auf eine Koinzidenz, welche als Grundlage fiir weitere 
Untersuchungen dienen soll. Fassen wir unsere Ergebnisse in dieser 
Weise auf, so kann uns nicht tiberraschen, wenn wir in einem oder 
anderem Falle Abweichungen sehen, welche wir momentan nicht naiher 
erkliren konnen. (Z. B. beim Serum Nr. 5 der Blutgruppe 6,.) Das 
nicht einheitliche Verhalten der Sera der Blutgruppe AB, welche 
kein Agglutinin enthalten, ist allerdings kein vorteilhaftes Zeichen fiir 
die weitere Orienticrung. 

Wir wissen wohl, da} das Material, welches wir bisher aufgearbeitet 
haben, noch zu klein ist, um endgiiltige Schliisse daraus ziehen zu 
kénnen. Doch reizen uns die mitgeteilten Erfahrungen zur Fortsetzung 
der Untersuchungen. 

Die Versuche haben wir mit Unterstiitzung der Ungarischen Landes- 
kommission zur Férderung der Naturwissenschajten und der Széchenyi Wissen - 
schaftlichen Gesellschaft ausgefiihrt. Diesen und der Phylaxia A.-G. ftir 
Serumproduktion (den Herrn Dozenten J. Kéves, Bb. Kanyé und L. Szélyes), 
nicht weniger den Herren Dozenten L. Karczag und M. Handak, die uns 
Sera freundlichst iiberlassen haben, sprechen wir unseren Dank aus. 


1 J.Gréh u. M. Weltner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 198, 267, 1931. 








Methode zur Bestimmung yon Cholesterin in 0,lcem Totalblut 
mit empfindlichen stabilen Farbreaktionen. 


Von 
Svend Gortz. 
(Aus dem Finsenlaboratorium Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 5. August 1954.) 
Einleitung. 

Die jiingsten Untersuchungen iiber den Cholesterinstoffwechsel 
haben es wiinschenswert gemacht, das Gebiet der Cholesterinbestim- 
mungen im Blute durch eine Mikromethode zu erweitern, die sich zu 
Massenanalysen eignet und an Einfachheit und Genauigkeit mit Hage- 
dorn-Norman-Jensens Blutzuckermethode vergleichbar ist. Mit der 
gegenwartigen Arbeit wurde bezweckt, eine solche Methode  aus- 
zuarbeiten und gleichzeitig angestrebt, ihre Verwendbarkeit dahin zu 
erweitern, dab die héchsten wie auch die niedrigsten in der Pathologie 
vorkommenden Blutcholesterinwerte sich damit bestimmen lassen. 
Die niedrigsten Werte werden am haufigsten bei Kleinkindern ange- 
troffen, bei denen das Blutcholesterin oft um 100 mg-°, oder darunter 
liegt. Bei Kleinkindern ist es tiberaus wiinschenswert, daB Blut aus 
dem Ohrlappchen benutzt werden kann, weil Massenanalysen sonst 
nicht méglich sind; deshalb wurde bei der Ausarbeitung der Methode 
besonderes Gewicht darauf gelegt, daB zu den Bestimmungen nicht mehr 


als 0,l eem Blut nétig ist. 


Die Hauptprinzipien in der Mehrzahl der gebrauchlichen Blutchole- 
sterinmethoden sind folgende: 
1. Verseifung des Materials mit Spaltung der vorhandenen Cholesterin - 


ester. 

2. Extraktion des Totalcholesterins. 

3. Reinigung des Extraktes mit Entfernung von Wasser und anderen 
der Analyse abtraglichen Bestandteilen. 

4. Bestimmung des Cholesterins im Extrakt, entweder kolorimetrisch 
oder durch Digitoninausfallung, mit nachfolgender Bestimmung des aus- 
gefallten Cholesterindigitonids. 

In der gegenwartigen Arbeit wurde aus Griinden, die spater dargetan 
werden, die kolorimetrische Bestimmung gewahlt. 

Als die Arbeit begonnen wurde, gab es zwei kolorimetrische Methoden, 
bei welehen Ohrblut benutzt werden konnte, namlich 

1. Rappaport und Engelbergs'! Methode, die sich durch Einfachheit 
und ZweckmaBigkeit des Verfahrens bei den ersten drei Abschnitten der 
Analyse, die alle in ein und demselben Glas vor sich gehen, auszeichnet. 


' KF. Rappaport u. H. Engelberg, Klin. Wochenschr. 1931, 8. 700. 
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Die Autoren machten sich bei der Kolorimetrie die Liebermann-Burchardtsche 
Reaktion zunutze. Diese Reaktion ist im Vergleich mit den weiter unten 
zu besprechenden Farbreaktionen sehr grob. Rappaport und Engelberg be- 
nutzten 0,2 cem Blut zur Analyse. Bei Benutzung dieser Blutmenge ist es 
mit ihrem Verfahren nicht méglich, gute Ergebnisse mit Blut von Klein- 
kindern zu erzielen. Teilum’ hat diese Methode zu Analysen bei Er- 
wachsenen benutzt und einen Mittelfehler von 6,6° pro Analyse ermittelt. 
Der Verfasser der gegenwartigen Arbeit hat mit ihr einen Mittelfehler 
von 7% pro Analyse ermittelt. 

2. Die zweite kolorimetrische Methode verdanken wir Milbradt?. 
In dieser Methode sind die ersten drei Abschnitte der Analyse, im Vergleich 
mit Rappaport und Engelbergs Verfahren, recht umstandlich.  Milbradt 
benutzt jedoch zur Kolorimetrie einige iiberaus empfindliche Farbreaktionen, 
die Benzoylehloridreaktion und die Acetylchloridreaktion, und verwendet 
dabei nur 0,1 cem Blut zur Analyse. 

Wie nachstehend gezeigt wird, hat man die beiden Mikromethoden 
nunmehr zu einer verschmolzen, und zwar dadurch, dab die ersten drei 
Abschnitte nach Rappaport und Engelbergs Verfahren und der letzte 
Teil, die Kolorimetrie, mit Hilfe der Acetylchloridreaktion ausge- 
fiihrt werden. In mehrfacher Hinsicht wurde das Verfahren aber noch 
modifiziert, wodurch wir Fingerzeige erhielten, die sich bei der Aus- 
fiihrung von Massenanalysen sehr niitzlich erwiesen. 

Die Arbeit zerfallt in drei Abschnitte : 


1. Die Benzoylchloridreaktion. Diese auBerst empfindliche Reak- 


tion, die zweifelsohne fiir kiinftige Cholesterinanalysen Bedeutung er- 
langen wird, wurde in die Untersuchung einbezogen, weil sie einige noch 
nicht veréffentlichte, neue Beobachtungen gestattete und auch zu Blut- 
analysen an Kleinkindern benutzt wurde, die an anderer Stelle veréffent- 
licht werden sollen. Die Arbeit mit dem Benzoylchlorid wurde jedoch 
wieder verlassen, weil gewisse Nachteile damit verbunden waren, von 
denen im folgenden noch die Rede sein wird. Man ging daher zu 

2. der Acetylchloridreaktion iiber, deren Empfindlichkeit sich als 
vollig hinreichend erwies und die es dergestalt auszubauen gelang, dab 
sie zu Massenanalysen brauchbar wurde. 

3. Methode zur Cholesterinbestimmung in 0.1 com Ohrblut. In diesem 
Abschnitt wird nachgewiesen, daB das Verfahren von Rappaport und 
Engelberg sich mit der Acetylchloridreaktion erfolgreich kombinieren 
laBt, denn mit seiner Hilfe wurde eine Mikroanalyse zur Bestimmung 
von Cholesterin in Totalblut mit einem mittleren Fehler von etwa 2°, 
und unter Anwendung von nicht mehr als 0,1 cem Blut ausgebaut. In 
diesem Abschnitt werden auch einige Anderungen in der Technik bei 
der Entfernung von Wasser, Blutfarbstoffen und anderen, der Analyse 


1G. Teilum, Hospitalstidende 1934, 8. 140. — ? W. Milbradt, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 216, 181, 1933. 
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abtraglichen Bestandteilen erértert. Durch diese Anderungen wird de1 


besagte ProzeB unseres Erachtens beschleunigt und wird zugleich zuver- 
lassiger als friiher. 

In diesem Abschnitt wird auch betont, da®& Blindanalysen aus 
gelassen werden kénnen, ohne da die Methode dadurch wesentlich a: 
Sicherheit einbiiBt, so daB in Laboratorien, wo man nicht tiber Pul/- 
richs Photometer verfiigt, ein gew6hnliches Tauchkolorimeter benutzt 
werden kann. Es ist jedoch hervorzuheben, daB Pulfrichs Photometer 
bei dieser Methode sehr brauchbar ist, weil es sich zu Reihenanalysen 
hesonders gut eignet. 

Da dies Photometer bekannt sein diirfte, eriibrigt es sich, zumal jedem 
Exemplar eine Gebrauchsanweisung beiliegt, es in KEinzelheiten zu be 
schreiben. Die Aufmerksamkeit soll aber auf einige bedeutsame Umstéande 
gelenkt werden, die, um geniigende Sicherheit zu gewihrleisten, zu beriick 
sichtigen sind. 

1. Die Arbeit wird in einem nicht zu hellen Raum ausgefiihrt (diffuses, 
nicht zu starkes Tageslicht oder kiinstliches Licht; aus Riicksicht auf die 
haufige Reinigung der Kiivetten ware es unzweckmaBig, im Dunkel zu 
arbeiten). 

2. Das optimale Gebiet des Photometers wurde angewandt, wobei mit 
einer ,,durchgetretenen Lichtmenge‘’ von 60 bis 30°, gearbeitet wurde und 
Kiivetten von angemessener Dicke gewahlt wurden. 

3. Es wurde vermieden, bei Miidigkeit mit dem Photometer zu arbeiten. 
da sich herausstellte, daB einwandfreie Ergebnisse dann nicht erzielt werden 
konnten. 

4. Bei der gegenwartigen Arbeit hat sich herausgestellt, da man sich 
mit der Mittelzahl von sechs anstatt der vielfach empfohlenen zehn Ab 
lesungen begniigen kann. 

An dieser Stelle soll dargelegt werden, daB der Arbeit mit der 
Benzoylchloridreaktion und der Acetylchloridreaktion sehr viel Platz 
eingeriumt wird im Hinblick darauf, daB diese Reaktionen zur Chole- 
sterinbestimmung kiinftighin wahrscheinlich an die vorderste Stelle 
treten werden, indem die gebrauchlichen subjektiven photometrischen 
Methoden durch objektive (d. h. elektrometrische Messungen von Licht- 
intensitaten!) verdrangt werden. 


I. Die Benzoylehloridreaktion. 


Im Jahre 1932 zeigte Bernoulli*, daB mit Hilfe von Benzoylchlorid 
eine sehr kraftige und haltbare Farbreaktion mit Cholesterin erzielt werden 
konnte. Die Intensitat der Farbe folgte dem Beerschen Gesetz. Das Ver- 
fahren war folgendes: Ein Gemisch von 5ecem einer Cholesterinlésung 
in Eisessig, 0,1 g getrocknetes Zinkehlorid und 1 cem Benzoylchlorid wird 
15 Minuten lang im siedenden Wasserbad erhitzt, sodann bis zur Zimmer- 
temperatur abgekiihlt und danach bis 10 cem aufgefiillt. Bernoulli zeigte, 


9 > 


1 Weigert, Optische Methoden der Chemie. Leipzig 1927. — ? Ber- 
noulli, Helv. chim. acta 15, 274, 1932. 
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laB die erzielte Farbe etwa viermal so stark war wie die entsprechende, 
mit Acetylehlorid (7'schugaeffs Reaktion') hervorgerufene Farbe. Ber- 
youllis Beschreibung der Benzoylchloridreaktion ist jedoch wenig aus- 
fiihrlich. Im Jahre 1933 wandte Milbradt? sowohl die Benzoylchlorid- 
reaktion als auch die Acetylchloridreaktion zur Mikrobestimmung von 
Cholesterin an. Er verzichtete jedoch auf die Verwendung der ersteren wieder, 
einmal wegen der schweren Belastigung der Schleimhaute durch das Benzoyl- 
chlorid und zum anderen wegen der Neigung zu Ausfallungen in der Probe. 
Diese Ausfallungen bleiben an der Glaswand der zur Photometrie benutzten 
Kiivette haften, wodurch die Messung mit dem Photometer erschwert 
wird. Diese Nachteile werden beide in der gegenwartigen Arbeit durchaus 
bestatigt. 

Da die Benzoylchloridreaktion alle anderen Cholesterinfarbreaktionen 
an Intensitat und Haltbarkeit aber weit iibertrifft, erscheint es zweckmaBig, 
die Aufmerksamkeit auf die mit dieser Reaktion ermittelten Ergebnisse 
zu lenken, da es durch geeignete Vorkehrungen méglich sein diirfte, die 
besagten Nachteile zu umgehen. 


Eigene Versuche. 

Versuchsanordnung. In 10-cem-MeBkolben werden 

5eem Cholesterinlédsung in Chloroform, 

leem 40% ige Zinkchloridlésung in Eisessig (Gewicht-°,) und 

1 eem Benzoylchlorid (Kahlbaum) (in spaiteren Versuchen wurden 
1,25 cem benutzt) abpipettiert. 

Zu allen Versuchen werden gleichzeitig Blindanalysen mit 5 eem Chloro- 
form + Agenzien ausgefiihrt. Die Blindanalysen werden ebenso behandelt 
wie die iibrigen Analysen. 

Die Kélbchen werden in ein Wasserbad von 24,5em Durchmesser 
und 15 em Hohe gebracht, so daB die Oberflache der in den Kolben befind- 
lichen Fliissigkeit sich tiefer befindet als die des Wasserbades. Nach dem 
Aufenthalt im Wasserbade (Temperatur und Dauer sind fiir jeden Versuch 
gebucht) wird alsbald Chloroform ,,bis zum Flaschenhals‘t? zugesetzt, 
die Probe durch Schiitteln unter flieBendem Wasser abyekiihlt, bei Zimmer- 
temperatur stehengelassen, mit Chloroform bis zur Marke aufgefiillt und 
sodann verkorkt (Korkpfropfen, 2 Stunden im Soxhletapparat mit Chloro- 
form gewaschen). Danach nochmaliges Schiitteln. 


Kolorimetrie im Stufenphotometer. 2em Schicht. Filter 8 53. 


Das benutzte Zinkchloridreagens muB nach Milbradt* frisch zubereitet 
sein. Es hat sich indessen herausgestellt, daB man mit der in der gegen- 
wartigen Arbeit benutzten Versuchsanordnung die naimliche Absorption 
von Lésungen mit ein und demselben Cholesteringehalt erhalt, und zwar 
gleichviel, ob man ein 14 Tage altes oder ein frisch zubereitetes Reagens 
benutzt. 


' Tschugaeff, Bericht d. deutschen chem. Ges. 42, 4631, 1909. 
2 W. Milbradt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 216, 181, 1933. 3 Das ist 
so zu verstehen, daB bis zum Ubergang zwischen Bauch und Hals des 
Kolbens so viel Fliissigkeit aufgefiillt wird, daB ein griindliches Um- 
schiitteln gewahrleistet ist. — 4 W. Milbradt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
216, 181, 1933. 


Biochemische Zeitschrift Band 273. 6 
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Bei der Herstellung des Zinkchloridreagens. empfiehlt es sich, di 
Zinkchloridstangen im Morser zu zerkleinern, ehe sie zur Lésung in Eisessi; 
gebracht werden, und die Flasche mit den Chemikalien bei 50 bis 70° ¢ 
stehenzulassen (z. B. auf einem Heizkérper) und 6fter zu schiitteln. Au 
die Weise kann das Reagens im Laufe von 24 Stunden hergestellt werden, 
wahrend man sonst wochenlang auf die Lésung warten kann. Das End 
ergebnis der Analyse erfaihrt bei diesem Verfahren keinerlei Anderung 


Bei der Abpipettierung des Benzoylchlorids wurde als Schutzmitte! 
eine Vorlage von Carbo medicinalis Merck benutzt. Diese Vorlage 
wird spater beschrieben. Die Kohlenvorlage wurde bei der Arbeit mit dem 
Benzoylchlorid wieder verlassen, weil sich herausstellte, daB eine auto 
matische Pipette besseren Schutz gegen die Dampfe gewahrte. 

Die Kiivetten zum Photometer werden am besten durch Spiilen mit 
absolutem Alkohol und Ather gereinigt (dabei ist nicht zu vergessen, dai} 
Benzoylchlorid durch Alkohol zerstért wird). Bei Reihenversuchen miissen 
die Kiivetten fiir jede Analyse gereinigt werden. 

Wahrend der Photometrie bilden sich am oberen Rand der Kiivette 
Ausfallungen. Diese Ausfallungen kénnen die Absorption beeintrachtigen, 
weshalb die Kiivetten sehr genau tiberwacht werden miissen. Da dies seh: 
beschwerlich und zeitraubend ist, wird es, wenn die Benzoylchloridreaktion 
sich fiir Massenanalysen einbiirgern soll, sicherlich notwendig, den Kiivetten 
z. B. eine Kolbenform mit planparallelen Wanden zu geben. In solchem 
Falle mu8 der Kolbenhals iiber die Behalter der Kiivetten emporragen und 
der Deckel durch ein schwarzes Tuch ersetzt werden. 

Beim Reinigen werden die Kiivetten zum Schutz der Haut mit eine: 
Pinzette festgehalten. Die Behandlung im Wasserbade erfolgte im Abzug. 
Dennoch war es aber nicht zu umgehen, dag man wahrend der Arbeit 
durch Anfille von Conjunctivitis, Rhinitis, Tracheitis, sowie chronische 
Dermatitis belastigt wurde. Durch zweckmaBige Vorkehrungen miissen 
derlei iible Folgen zu umgehen sein. 

Wie zuvor erwaihnt, wurde zur Photometrie das Filter S 53 benutzt, 
welches zwar nicht die gréBte Absorption gewiahrleistete, mit dem aber 
am angenehmsten zu arbeiten war. Die Tabelle zeigt die Absorption der 
verschiedenen Filter bei ein und derselben Analyse. 


i 





«tt 8 S50 | $53 S57 
Filter i gelb | gelbgriin rot 


Durchgetretene Licht- | 
menge in%... . || ; 29,6 : 65,0 83,0 


Einige einleitende Versuche zeigten, daB durch Kochen im Wasserbad 
eine Gelbfdrbung der Blindanalysen bewirkt wurde und dap die gelbe Farb: 
bei der Benutzung des Filters S 53 viel Licht absorbierte. Da die Intensitat 
der gelben Farbe mit der Dauer des Kochens zunahm, wurde, im Gegensatz 
zu Bernoulli (l.c.) und Milbradt (l.c.), die zur Benzoylchloridreaktion 
die Kochmethode benutzten, jedoch in Einklang mit Thunherr', ein 
Wasserbad von 70°C angewandt, wobei gleichzeitig untersucht wurde, 
ob es zulassig sei, die Erhitzung innerhalb bestimmter Grenzen zu variieren. 


1 Thunherr, Dissertation, Basel 1931. 
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Einzelheiten sind aus der Beschreibung jedes einzelnen Versuchs zu ent- 
nehmen. 

Die Mittelzahl der Ablesungen auf dem Photometer ist in der Rubrik: 
durehgetretenes Licht (d.h. die durchgetretene in °, der zugefiihrten 
Lichtmenge) verzeichnet. 

In der Rubrik £ ist die Extinktion angefiihrt. 

E log I, I, 100°, = zugefiihrte Lichtmenge, 
4 >» WO . . a 
log I I = durchgetretenes Licht in °, der zugefiihrten } 
Lichtmenge. 


Versuch l. 
Benutzung von 10-cem-MeBkolben. 
ierin: 5ecem 0,02 sung von Cholesterin in Chloroform, 

Hier 002°), 3 Cholest Chlorof 

leem 40°%,ige Zinkehloridlésung in Eisessig und 
leem Benzoylchlorid. 

Wasserbad mit einer Anfangstemperatur von 74°C, 

Die Dauer des Aufenthaltes im Wasserbade ist in der obersten waage- 
rechten Kolonne notiert, die Anfangs- und SchluBtemperatur in der néchsten 
Kolonne und die Ablesungszeit nach dem Herausnehmen aus dem Wasserbad 
in der dritten waagerechten Kolonne. 





Aufenthalt im Wasserbade 

in Minuten. . ....% 10 20 30 43 55 
Temperatur des Wasser- 

bades in °C ..... || 74—70 74—64,5 74—59 | 74—55 | 74 — 50 
Ablesungszeit nach Ent- 

fernung ausdem Wasser- 


bade in Minuten ... 25 37 44 46 46 
Durchgetretenes Licht 
Mtr «6: @ 4 é : 35,43 34,02 35,30 35,24 36,47 


Bee bya, a hh ay Rae 0,451 0,469 0,452 0,453 0,438 


Zwei auf die nimliche Weise ausgefiihrte Analysen (mit 20 Minuten 
Aufenthalt im Wasserbad) ergaben, nachdem sie aus dem Wasserbad ent- 
fernt waren und 2 bzw. 24 Stunden bei Zimmertemperatur gestanden hatten, 
folgende Werte: 





2 Stunden 24 Stunden 
Durchgetretenes Licht . . . 32,81 | 983,99 
a ile ee ae Oe 0,484 0,469 


Versuch 1 mit der Benzoylchloridreaktion ergibt demnach: 


1. Der Aufenthalt im Wasserbad kann 10 bis 43 Minuten variiert werden, 
ohne dag die Farbstdrke dadurch beeinfluBt wird. 


2. Es ist zuldssig, ein Wasserbad zu benutzen, dessen Temperatur inner- 
halb recht weiter Grenzen variiert. 


3. Die Farbe ist auferordentlich haltbar (mindestens 24 Stunden). 


26* 
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4. In diesem Versuch stellte sich auferdem heraus, daB einzelne Probe» 
nach dem Aufenthalt im Wasserbad Ausfdllungen enthielten, die nach Aut 
fiillung mit Chloroform unléslich blieben, die aber, wenn auferdem noch einig: 
Tropfen Benzoylchlorid zugesetzt wurden, alsbald in Lésung gingen. 

An Hand dieser Erfahrungen wurden die spateren Versuche zurecht 
gelegt: 

1. wurden 20 Minuten als Norm fiir den Wasserbadaufenthalt gewahlt. 

2. Anfangstemperatur des Wasserbades von 74 bis 75°C und Aus 
drehen der Gasflamme wahrend des Wasserbades wie in Versuch 1. 

3. Wiederholte Priifung der Stabilitat der Farbe. 

4. Zusatz von 1,25 cem Benzoylehlorid anstatt 1 cem; dadurch wurde 
das besagte Ausfillungsphinomen génzlich vermieden. 


Versuch 2. 
Priijung der Ubereinstimmung der Benzoylchloridreaktion mit dem Beerschen 
Gesetz. 
10-cem-MeBkolben. 
Hierin: 5cem Cholesterinlésung in Chloroform von wechselnder 
Konzentration. 
1,25 cem Benzoylchlorid. 
leem 40% iges Zinkchlorid in Eisessig. 
Wasserbad wie unter 1. und 2. angegeben. 
Kolorimetrie 2 Stunden nach Entfernung aus dem Wasserbad (nach 
Erkalten und Auffiillung wie zuvor). 





Cholesterin in %. . . 0.0050 0,0100 0,0150 0,0200 


Durchgetretenes Licht 
Ns Bek Se ae 72,54 51,35 39,76 


area ORL gene ar 0,1394 0),2895 0,4006 


Tragt man nun in einem rechtwinkligen Koordinatensystem F als 
Ordinate und die Cholesterinkonzentrationen als Abszisse auf, so ergibt 
sich, daB die Analysenwerte mit der hier benutzten Modifikation der Benzoyl- 
chloridreaktion dem Extinktionsgesetz folgen. 


Versuch 3. 
Untersuchung der Haltbarkeit der Farbe. 

Die Proben in diesem Versuch wurden mit denen in Versuch 1 zu 
gleicher Zeit angesetzt, aber erst 40 Stunden nach der Entfernung aus dem 
Wasserbad (und der Zubereitung) abgelesen. In diesem Zeitraum wurden 
sie bei Zimmertemperatur stehengelassen. 





Cholesterin in og . . 0,0050 0,0100 0.0150 | 0,0200 


Durechgetretenes Licht 
Uy Se eee 71,68 54,04 40,2% 29,29 


ea ie ik te ai gist 0,1446 0,2673 0,3954 | 00,5333 
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Tragt man in einem rechtwinkligen Koordinatensystem E als Ordinate 
und die Cholesterinkonzentrationen als Abszisse auf, so ergibt sich, dap dic 
Analysenwerte auch nach 40stiindigem Stehen dem E.wtinktionsgesetz gehorchen. 
Es ergibt sich ferner, daB die Werte fiir E sich durch das 40stiindige Stehen 
nicht gedndert haben, mit anderen Worten, daB die Farbintensitdt unverdndert 
yeblieben ist. 

Die in diesen drei Versuchen ermittelten Resultate wurden durch 
Wiederholung bestiatigt. Es ist aber hinzuzufiigen, daB Proben mit Benzoyl- 
chlorid, wenn sie in einem warmen Raum stehengelassen werden, schon vor 
Ablauf der 40 Stunden an Intensitat der Farbe einbiifen. 

Bei Versuchen, die Benzoylchloridreaktion mit der von Rappaport 
und Engelberg (|. ec.) ausgearbeiteten Extraktions- und Reinigungsmethode 
(siehe Abschnitt 3 dieser Abhandlung) auf Blutanalysen anzuwenden, 
wurde bei so behandelten Blindanalysen ein Phinomen wahrgenommen, 
welches wahrscheinlich der friiher erwahnten, waihrend des Kochens ent- 
standenen Gelbfarbung der Blindproben zu der Benzoylchloridreaktion 
entspricht: Bei langerem Aufenthalt in Zimmertemperatur nahmen die 
Blindproben eine gelbliche Farbung an, die im Photometer sehr stark 
absorbierte. 

Diese Erscheinung wurde wegen Belastigung durch das Benzoyl- 
chlorid nicht naher studiert und diese Methode zugunsten der Acetyl- 
chloridreaktion verlassen. Die Reizwirkung des Acetylchlorids auf Haut 
und Schleimhaute war nicht so ausgepragt und konnte durch die besagten 
Vorkehrungen umgangen werden. 


Il. Die Acetylehloridreaktion. 


Die zuvor besprochene T'schuageffsche (l.c.) Reaktion ist von Ber- 
noulli (1. ec.) naher bearbeitet und von Thumnherr (|. c.), Milbradt (1. ¢.) und 
Starup' zu Analysen von Blut benutzt worden. 

Bernoullis (l.c.) Verfahren war dem bei der Benzoylchloridreaktion 
beschriebenen vo6llig gleich. Thunherr (1. ce.) verfuhr folgendermaBen: 
5eem Chloroformextrakt von Cholesterin werden 1lecem Acetylehlorid 
und 1 cem frisch zubereitetes Reagens aus 40°%igem Zinkchlorid in Eisessig 
zugesetzt. 20 Minuten Aufenthalt im Wasserbad von 70°C.  <Auffiillen 
mit Eisessig bis zur Marke im Kolbenhals (z. B. 10cem). Kolorimetrie. 
Thunherr ermittelte bei diesem Verfahren in einem Zeitraum von 20 bis 
45 Minuten nach der Zubereitung eine konstante Farbstarke. 


Eigene Versuche. 

Thunherr (1. ce.) verwendete ebenso wie Milbradt (|. c.) Eisessig zum 
Auffiillen. In der gegenwartigen Arbeit wurde dazu _ ibergegangen, 
anstatt Eisessig Chloroform zu benutzen. AuBerdem wurde eine 20 °pige 
Lésung von Zinkchlorid in Eisessig benutzt, die folgendermaBen her- 
gestellt wurde: 80g Zinkchlorid wird in 320g Eisessig gelést, indem es 
auf einem Heizkérper bei 50 bis 70°C stehen gelassen und des 6fteren 
geschiittelt wird. 


Dies Reagens erwies sich, wie aus nachstehendem Versuch erhellt, 6 bis 
7 Wochen haltbar. 


1 Starup, diese Zeitschr. 270, 74, 1934. 
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Vier Proben mit 5cem 0,0200°/,igem Cholesterin in Chloroform und 
dementsprechende Blindproben mit reinem Chloroform werden folgender- 
maBen zubereitet : 

5eem Chloroformlésung, 

leem 20°% ige Zinkchloridlésung in Eisessig und 

leem Acetylehlorid [durch eine Kohlenvorlage aufgesaugt (siehe 
Beschreibung in Abschnitt IIT)] 
werden in 10-eem-MeBkolben abpipettiert. 

Wasserbad von 70°C 10 Minuten im Abzug. 

Erkalten im Wasserbad bei Zimmertemperatur. 

Inzwischen Auffiillen mit Chloroform bis an den Flaschenhals. 

Umschiitteln. Auffiillen mit Chloroform bis zur Marke. Verkorken. 

Schiitteln. Photometrie in Pulfrichs Photometer in Kiivetten von 
2em Schicht, Filter 8 53. 

Zu zwei Analysen wurde eine 1 Woche alte Lésung von Zinkchlorid, 
zu den anderen beiden eine 7 Wochen alte Lésung benutzt. 

Die Analysen wiesen fiir durchgetretenes Licht folgende Werte auf: 





Analysen mit 1 Woche altem Reagens Analysen mit 7 Wochen altem Reagens 
85,18 °,, 35,38 % 36,21 % 85,40 % 


Der Wert 36,21 weicht von den anderen nicht erheblicher ab als es 
innerhalb der Fehlergrenze der Methode zulassig ist. 

Bei den Versuchen mit Acetylchlorid stellte sich heraus, daB die Proben 
nicht so stabil waren wie die Benzoylchloridproben, denn sie vertrugen weder 
starkes Sonnenlicht noch langeren Aufenthalt bei Zimmertemperatur; die Halt- 
barkeit der Farbe wurde nach dem Aufenthalt im Eisschrank bei + 42°C 
untersucht. 

Von vier Proben, die auf die zuvor beschriebene Weise, aber mit dem 
nimlichen Zinkchloridreagens, hergestellt waren, wurden zwei sogleich 
nach der Zubereitung und die beiden anderen nach 24stiindigem Eisschrank- 
aufenthalt analysiert. 

Die Analysen lieferten fiir durchgetretenes Licht die folgenden Werte: 





Sogleich analysiert Analysiert nach 24 stiindigem Aufenthalt im Eisschrank 


33.61 °,, 34,25 °, 32,87 % 33,73 % 


Ergebnis. Proben, die 24 Stunden im Eisschrank gestanden haben, zeigen 
die gleiche Farbintensitdt wie die sogleich photometrierten. Dadurch werden 
Massenanalysen méglich, indem man 4 bis 6 Proben zur gleichen Zeit analysiert 
und sie nach und nach aus dem Eisschrank entfernt, wohin sie sogleich nach 
der Zubereitung gebracht werden. Wenn man den Kolben unmittelbar vor der 
Ubertragung des Inhalts in die Kiivette in der Hand erwdrmt, erreicht man 
einen Rauminhalt bis zur Marke im Kolbenhals. Auf die Weise wurde bei 
zahlreichen Proben stets ein konstantes Resultat erzielt, nachdem die Proben 
vor der Photometrie héchstens 50 Minuten bei einer nie mehr als 21°C be- 
tragenden Zimmertemperatur gestanden hatten. Es wurde auch vermieden, 
die Proben direktem Sonnenlicht auszusetzen. 

Um zu beleuchten, wie wichtig es ist, daB die Versuchsbedingungen 
wahrend der Hervorrufung der Farben genau innegehalten werden, seien 
nachstehende Analysen angefiihrt. Alle Analysen: 0,02 °/5, Cholesterin. 
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10 Min. im Wasser- 
10 Min. im Wasser- | 10 Min. im Wasser- bade von 70°C kon- 20 Min. im Wasser- 
bade von 70 bis 659 C | bade von 70°C kon-  stante Temperatur; bade von 70° C kon- 
Gasflamme aus- stante Temperatur; vor der Abkiihlung stante Temperatur; 
drehen; danach wie | danach wie friiher 2 Min. bei Zimmer- danach Abkiihlung 
friiher angefiihrt angefiihrt temperatur stehen usw. 
lassen 


33,15 32.87 34,42 38,92 
33,20 33,73 34,08 37,43 
31,95 33,61 34,67 
32,20 34,25 

33,31 

34,45 


Ergebnis. Es ist méglich, durch 10 Minuten lange Erhitzung im Wasser- 
bad von 70°C und nachherige schnelle Abkiihlung konstante Resultate zu 
erzielen. 

Die Farbintensitat der Proben wird unter diesen Versuchsbedingungen 
erheblich stdrker als bei 20 Minuten dauerndem Erwdadrmen auf dem Wasser- 
bad von 70°. 

Wahl des Filters im Photometer. 

Milbradt (1. ce.) wendet bei Acetylchloridanalysen ein gelbgriines 
Filter an (in seiner Abhandlung ist als Filter aber 8S 57 angegeben). 

Zu den Analysen in der gegenwiartigen Arbeit wurde das gelbgriine 
Filter S 53 benutzt, welches ein und derselben Probe (etwa 0,02°/), Chole- 
sterin) gegeniiber die gré8te Absorption gibt. Die untere Zahlenreihe 
gibt die Menge des durchgetretenen Lichtes an. 





S 45 S47 | $50 S 53 sf S 72 S75 
lila blau | _ griin gelbgriin rot rot rot 


42,82 46,00 38,80 36,45 72,70 87,20 ca. 95 | ca. 96 


Priijung der Ubereinstimmung der Acetylchloridreaktion mit dem Beerschen 
Gesetz bei Anwendung der ausgearbeiteten Technik. 

Die Herstellung wen Proben mit verschiedener Konzentration. Zu 
den Proben bis zu 0,0200°/,, wurden Kiivetten von 2¢m, zu denen mit 
0,0200 bis 0,0400°/,, Kiivetten von 1 em und zu denen von 0,04 bis 0,08°/59 
Kiivetten von !/,em Schicht benutzt. 





0,0050 0,0100 0,0150 0,0200 00400 0,0800 
2/, Kiiv. 2), Ktiv. 2), Kiiv. 2); Kiiv. 1), Kiiv. lo Kiiv. 


Durchgetretenes 
Licht in °% . 76,00 58,10 | 44, 
} 0 


45 | 33,73 | 3418 | 33,30 
BRB... oi Ol | GSR 35 


52 0,476 0,479 0,466 


Trigt man in einem rechtwinkligen Koordinatensystem die Werte 
fir EZ als Ordinate und die Werte fiir die Konzentrationen als Abszisse auf, 
so ergibt sich, daB die ersten vier Analysen dem Beerschen Gesetz folgen. 
Wenn man die in den letzten drei Proben ermittelten Werte fiir 2 durch 
die Gleichung 


7 I, , 
E log = K.c.d 
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ausdriickt, wo J, die Intensitaét des einfallenden Lichtes, J die Intensitat 
des durehgetrenenen Lichtes, ¢ die Konzentration der absorbierender 
Elemente, d die Dicke der Fliissigkeitsschicht und AK eine Konstante ist 
findet man iibereinstimmende Werte fiir AK als Ausdruck dafiir, daB auc} 
diese Proben dem Extinktionsgesetz unterliegen. Demgemaf wurde gezeigt, 
dap Proben mit der Cholesterinkonzentration von 0,005 bis 0,08°/o mit 
der hier benutzten Modifikation der Acetylchloridreaktion dem Extinktions 
gesetz folgen. 

Die sechs Analysen dieser Versuchsreihe sind lediglich Beispiele, di: 
durch mehrere Proben derselben Art erhartet worden sind. 

Bei all diesen Analysen wurde durch Einfiihrung von E und c in di: 
Gleichung 1/K zu 0,084 berechnet. Aus der vorstehenden Gleichung erhellt. 
daB man, wenn man den ermittelten Wert fiir E mit diesem Faktor multi 
pliziert, die Konzentration des Cholesterins in der urspriinglichen Lésung 
erhalt, vorausgesetzt allerdings, daB die Fliissigkeitsschicht in der Kiivette 
lem dick ist. Ebenso wird bei einer 2 em dicken Fliissigkeitsschicht der 
Faktor 0,042 und bei einer '/, em dicken Schicht der Faktor 0,168 benutzt. 

Bei Anwendung von 10-cem-Kolben wird stets Fliissigkeit genug vor 
handen sein, um mit zwei verschiedenen Kiivetten mit den angefihrten Fliissiq- 
keitsschichten zu photometrieren. 


Ill. Methode zur Cholesterinbestimmung in 0,1 eem Ohrblut. 

Vorstehend wurde gezeigt, daB es mit Hilfe der Acetylchlorid- 
reaktion méglich ist, Cholesterinmengen von 0,05 mg und darunter zu 
bestimmen, da die in 5 cem einer 0,019 ooigen Lésung enthaltene Menge 
ganz genau analysiert werden konnte. Bei Anwendung von 0,1 ccm 
Obrblut und Benutzung der Rappaport und Engelbergschen Methodik 
(s. spater) entspricht diese Menge einem Cholesteringehalt von 100 mg-°,. 
Da ferner gezeigt wurde, daB die Acetylchloridmethode sich auf Werte 
bis zu 0,08°/59, die 800 mg-°/, entsprechen, ausdehnen laBt, so ist die 
Moéglichkeit der Mikrobestimmung aller in der Pathologie im Blute, 
und zwar auch im Blute von Erwachsenen, vorkommenden Chole- 
sterinmengen dadurch verwirklicht. 

Rappaport und Engelberqs (1. ec.) urspriingliche Methode soll hier kurz 
beschrieben werden. Eine 20-cem-Eprouvette wird mit 1,5 cem dest. Wasser 
beschickt. Dieses wird mit 0,2 cem Blut oder Serum versetzt und 0,4 g 
NaOH (in Platzchen) hinzugetan. Nach ganzlicher Lésung des NaOH 
durch Schiitteln und Erwarmung wird das Glas 2 Stunden in ein kochendes 
Wasserbad gebracht. Nach Erkalten werden 10 ecm Chloroform zugesetzt 
und | bis 2 Minuten kraftig geschiittelt. Alsdann wird so viel Bolus alba 
Merck hinzugetan, daB es sich beim Schiitteln zu kleinen Kugeln zusammen - 
ballt und die dariiber befindliche Fliissigkeit klar ist. Danach wird filtriert 
und 5 cem des Filtrats mit Hilfe der Liebermann-Burchardtschen Reaktion 
kolorimetriert. 

Der Vorzug dieser Methode ist, daB die Extraktion wie auch die 
Behandlung mit Bolus alba in ein und demselben Glas erfolgt. und 
daB durch die Bolus alba-Behandlung mehrere Aufgaben zu gleicher 





Bestimmung v. Cholesterin m. empfindlichen stabilen Farbreaktionen. 407 


Zeit gelést werden: Entfernung nicht nur von Wasser, sondern auch 
von Blutfarbstoffen und Proteinzrfallprodukten usw. aus dem Blute. 


Da die Bolus alba-Behandlung sich unbestaindig und zeitraubend 
erwies, wurde sie auf Grund mehrerer hundert Analysen modifiziert. 
Gleichzeitig wurde die Extraktionszeit auf dreimal 1 Minute und 
die Kochzeit auf 2!/, Stunden verlaingert. Dadurch erzielte man 
1. eine zuverlassige Extraktion und 2. ein sicheres und _ schnelles 


Zusammenballen von Bolus alba zu kleinen Kugeln in einer kristall- 
klaren Flissigkeit — beides Kriterien dafiir, daB die gewiinschten 
Prozesse vollendet sind. Da es, um dies zu erreichen, zweckmabig 
erschien, wahrend der Bolus alba-Behandlung — dem Anschein nach 
ganz paradox — etwas destilliertes Wasser zuzusetzen, wurde die 
Entfernung des Wassers aus dem Chloroformfiltrat durch Zusatz von 
wasserfreiem Kupfersulfat kontrolliert. Hierbei entstand keine Blau- 
firbung. 

Bei der Ausarbeitung des Verfahrens hat der Verfasser sich be- 
strebt, die Methode durch Umgehung einer schwer zuganglichen Appa- 
ratur fiir gewOhnliche klinische Laboratorien brauchbar zu machen. 

Im folgenden wird das angewandte Verfahren bis zur vollendeten 
Analyse geschildert. 

A pparatur. 

Ein Soxhletapparat von 200 cem mit Storchs Kiihler zur Reinigung der 
Korkpfropfen und Filter. Der Apparat befindet sich in einem gewoéhnlichen 
Gestell und ist mit einem durchlochten Korkstopfen versehen, der zu dem 
auf einer elektrischen Kochplatte befindlichen 400-cem-Erlenmeyerkolben 
aus Pyrexglas paBt. Zur Reinigung wird Chloroform, welches z. B. von 
Cholesterinstammlésungen und von Filtraten von den Analysen iibrig- 
geblieben ist, in den Kolben gegossen. 

Pyrexreagensglaser (besser Jenareagensglaser, da das saure Pyrexglas 
mit der Zeit von dem starken Natron angegriffen wird) mit Kragen, von 
liem Lange und 1,5cem innerem Durchmesser. Diese Glaser ersetzen 
die zuvor erwahnten, mit Glasst6pseln versehenen, recht kostbaren Eprou- 
vetten. 

Pfropfen. Leicht konische Korkstopfen, deren unterer Durchmesser 
dem der Reagensglaser angepaBt ist. Diese Pfropfen miissen sorgfaltig 
ausgelesen werden, weil die unterste Flache ganz glatt, d. h. ohne Lécher 
oder Risse sein muB. Ferner kleine Korkstopfen zu den nachstehend be- 
sprochenen 10-cem-Kolben. 

Filter. Hier wurden sehr diinne Papierfilter von 7 cm Durchmesser 
benutzt. Diese Filter, die in Struers chemischem Laboratorium in Kopen- 
hagen erhaltlich sind, wurden gewahlt, um die Filtrierung angesichts der 
schnellen Verdunstung des Chloroforms médglichst zu _ beschleunigen. 
Pfropfen und Filter wurden durch _ fiinfstiindige Chloroformextraktion 
im Soxhletapparat gereinigt. Dies Reinigungsverfahren wurde fiir uner- 
laBlich gehalten, weil Kork dem Cholesterin in chemischer Hinsicht nahe- 
stehende Harzstoffe enthalt. Durch mehrere Hunderte Analysen wurde 
bewiesen, da8 die Anwendung von Korkpfropfen statthaft ist, zumal sich 
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mihelos damit arbeiten laBt, weil sie den Reagensglasern fest anlegen 
was wahrend der Extraktion durchaus notwendig ist. Die Filter werden i: 
einer Anzahl von 100 bis 150 wie Tiiten ineinandergesteckt und auf einma 
durch fiinfstiindige Extraktion gereinigt. 

Glastrichter mit etwa 3,5em oberem Durchmesser. 

10-cem-MeBkolben ohne Schliff. 

Pipetten. Je eine 10-cem- und 5-cem- und zwei 1-cem-Geissler-Pipetten 
sowie eine 0,1-cem-Hagedorn-Pipette, die von der Spitze bis zur Marke 
12 bis L5em miBt. 

Die Glasgerate werden 24 Stunden in Chromschwefelsaure gelegt und 
sodann mit Leitungswasser griindlich gespiilt. Sodann werden sie im 
Brut- oder Trockenschrank getrocknet. Alle zu benutzenden Pipetten 
und Glasgerite miissen véllig trocken sein. 

Metallgestell fiir Reagensglaser und Kolben {die beiden gewéhnlich 
hbenutzten Hagedorn-Gestelle (siehe spater)]. 

Wasserbdder. Eine Kasserolle zum Kochen der Proben, ein gewéhn- 
liches emailliertes Waschbecken fiir das niedrige Hagedorn-Gestell mit 
Kolben. 

Kohlenvorlage zum Aufsaugen von Acetylehlorid in die Pipette. Die 
Vorlage besteht aus einem gewdhnlichen Natronkalkrohr, in dessen breitem 
Ende ein durchlochter Gummistépsel steckt, dessen Loch einer 1-cem- 
Pipette entspricht. An dem diinnen Rohr ist ein Gummischlauch mit 
Mundstiick befestigt. Das Rohr wird mit gepulverter Kohle, z. B. Carbo 
medicinalis Merck beschickt und mit einer gew6hnlichen Wascheklammer 
in dem Gestell befestigt, und zwar in angemessener Héhe und in einem 
Winkel von etwa 60°. 


Reagenzien. 

Chloroform. Es eriibrigt sich, die reinsten Analysenpriparate zu 
benutzen, da man die ganze Zeit mit Blindanalysen arbeitet. In der 
gegenwartigen Arbeit wurde das Praparat der danischen Pharmakopoe 
benutzt. 

Acetylchlorid Kahibaum. Soll es erst einige Zeit, nachdem die Ampulle 
gedffnet worden ist, benutzt werden, so muB8 es sorgfaltig mit Glasstépsel 
verschlossen im Eisschrank aufbewahrt worden sein und es miissen 
Kontrollanalysen mit bekannten Cholesterinlésungen angestellt werden. 

20% ige Zinkchloridlésung in Eisessig (Zubereitung wie im 2. Abschnitt 
dieser Arbeit). 

Bolus alba Merck. 

Cholesterin-Stammlésungen. ZweckmaBig ist eine Lésung von 0,4°/, 
Cholesterin in Chloroform. Hieraus werden Kontrollésungen von 0,0100, 
0,0200, 0,0400 und 0,0800°/,) hergestellt. 


Natrium hydricum purum in Rotulis Merck. 


Ausfiihrung der Analyse. 


1. 1,5cem Leitungswasser wird in eines der beschriebenen Reagens- 
glaser iibertragen. 0,1 ccm Blut wird mittels einer Pipette zugesetzt, 
die ein paarmal mit Wasser durchspiilt wird; das Gerinnen ist zu ver- 
hiiten. 
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2. Zusatz von drei Platzchen NaOH Merck (etwa 0,40 ¢) und nach- 
heriges Schiitteln sowie behutsame Erwairmung, bis die Platzchen véllig 
vel6st sind. 

3. 2'/,stiindiges Kochen im Wasserbad (das hohe Hagedorn-Gestell). 
4. Nach Erkalten werden 10 cem Chloroform zugesetzt. Das Glas 
wird schnell mit einem in Chloroform ausgewaschenen Korkstopfen, der mit 
der Nummer der Probe versehen wird, verschlossen. 


Es ist sehr wichtig, daB das unter 5. und 6. angegebene Verfahren 
méglichst beschleunigt wird, da die Analysen wahrscheinlich EinbuBe 
erleiden, wenn die Korkpfropfen dem Einflu8 der Natronlauge lingere 
Zeit ausgesetzt werden. Es hat sich herausgestellt, daB man 20 Proben 
unschwer auf einmal in Arbeit nehmen und da man Zeit ersparen kann, wenn 
man die Proben in Gruppen von je vier extrahiert und mit Bolus alba 
hehandelt (siehe unten). 

5. Extraktion. Man nimmt je zwei Probegliser in jede Hand und 
schiittelt sie, mit den Daumen auf den Pfropfen, energisch 1 Minute (Stopp- 
uhr) in der Laingsachse. Ebenso verfahrt man mit den iibrigen Proben in 
Gruppen von je vier Glasern. Dieser ProzeB wird der Reihe nach noch 
zweimal wiederholt, so daB jede Probe also dreimal 1 Minute extrahiert wird. 

6. Behandlung mit Bolus alba. a) Den ersten vier Proben wird mittels 
eines kleinen Spatels (von 13mm Durchmesser) je etwa 1,2 g (sechs Spatel 
voll) Bolus alba zugesetzt (die Glaser miissen schnell entkorkt und wieder 
verkorkt werden). Die vier Proben werden wie bei der Extraktion (siehe 5.) 
| Minute geschiittelt. Die iibrigen Proben werden ebenso, d. h. in Gruppen 
von je vier, behandelt. 

b) Jede Probe wird mit drei Tropfen Wasser versetzt und 1] Minute ge- 
schiittelt. Je vier und vier Proben werden der Reihe nach ebenso behandelt. 

c) Jede Probe wird mit etwa 0,6 g (drei Spatel voll) Bolus alba versetzt 
und 1 Minute geschiittelt. Je vier und vier Proben werden der Reihe nach 
ebenso behandelt. 

Wahrend der Extraktion, wie auch wahrend der Bolus alba-Behandlung, 
ist jedes Glas somit dreimal je 1 Minute geschiittelt worden. Wahrend 
des Schiittelns mit Bolus alba setzt sich etwas von der Masse an die Glas- 
wand, die infolgedessen undurchsichtig wird. Um zu sehen, ob geniigend 
geschiittelt worden ist, dreht man den Pfropfen behutsam so weit heraus, 
daB ein etwa !/, em breiter klarer Streifen im Glas entsteht. Wenn man das 
Glas nun auf den Kopf stellt und gegen das Licht halt, kann man durch den 
klaren Streifen erkennen, ob das Chloroform kristallklar geworden ist 
und das Bolus alba sich zu kleinen festen Kugeln zusammengeballt hat. 
In der Mehrzahl der Falle wird es sich so verhalten. Sollte das Chloroform 
indessen staubig triib sein, so werden ein paar Tropfen Wasser zugesetzt 
und wieder 1 Minute geschiittelt. Ist das Chloroform milchig triib, d. h. ent- 
halt es Wasser, so wird Bolus alba zugegeben und wieder geschiittelt. 
Ebenso verfahrt man, wenn das Bolus alba als klebrige, im Chloroform 
aufgeschwemmte Masse wahrgenommen wird. (Es ist dagegen ohne Belang, 
ob der Glaswand etwa Bolus alba anhaftet; das ist stets der Fall.) 

Auf die geschilderte Art und Weise gelang es stets, die Analysen in 
jeglicher Hinsicht befriedigend durchzufiihren. 

7. Schnelles Filtrieren durch ausgewaschene Filter (die stets mit 
einer in Chloroform gewaschenen Pinzette zu fassen sind). Die Filtrierung 
erfolgt in ein leeres Reagensglas, woraus sogleich 

8. 5eem in einen 10-cem-MeSkolben abpipettiert werden. [Es ist 
zu beachten, da das Chloroformfiltrat in den Kolben unbegrenzt haltbar 
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ist. Die Kolben werden mit (ausgewaschenen) Korkstopfen, auf dene: 
die Nummer der betreffenden Probe vermerkt wird, verschlossen. | 

9. Zusatz von leem in Eisessig geléstem 20% igen Zinkchlorid und 
leem aufgesaugtem Acetylchlorid. Die Aufsaugung von Acetylchlorid 
in die Pipette erfolgt durch die beschriebene Kohlenvorlage. 

10. Wasserbad von 70°C genau 10 Minuten im Schrank (wobei da 
niedrige Hagedorn-Gestell im Waschbecken benutzt wird). 

11. Die Proben werden sogleich in ein Wasserbad von Zimmertem 
peratur gebracht, es wird bis zum Flaschenhals Chloroform zugesetzt, 
jeder Kolben geschiittelt, sodann Chloroform bis zur Marke hinzugetan, 
verkorkt, nochmals geschiittelt und sogleich in den Eisschrank gestellt. 

Gleichzeitig mit je vier Blutanalysen wurde eine Blindanalyse gemacht; 
sie wurde ebenso ausgefiihrt wie erstere, enthielt jedoch kein Blut. 

12. Photometrie in Pulfrichs Photometer. Die Blindanalyse wird in 
der einen und die Blutanalyse in der anderen Kiivette angestellt und aut 
jeder Seite wird dreimal abgelesen. 

Der Wert fiir £ wird multipliziert mit dem Faktor 

4200 bei Anwendung einer 2-cm-Kiivette, 
8400 ,, > »  1-em-Kiivette und 
16800 ,, e » Y,-em-Kiivette. 


Das Produkt gibt alsdann die Cholesterinmenge im Blute als mg-°,. 
Man kann die Proben, wie zuvor bei den ,,Acetylchloridreaktionen“ erwahnt. 
in Gruppen von je vier bis sechs photometrieren, wobei jede Gruppe der 
Zimmertemperatur nicht langer als 50 Minuten ausgesetzt wird. Es mui 
Sorge getragen werden, daB die Temperatur im Laboratorium nicht héher 
ist als 21°C. Die Kiivetten werden fiir jede Analyse mit absolutem Alkoho! 


und Ather gereinigt. 

Fiir jede Gruppe von vier bis sechs Analysen wird eine Blindanalyse 
ausgefiihrt, wobei sich, wenn die Proben langere Zeit in den Kiivetten stehen 
gelassen werden, aus dem Inhalt stammende ,,Perlen‘’ an den Fenstern 
der Kiivetten bilden. Dieser Erscheinung mu8 Rechnung getragen werden. 
Bei noch langerem Stehen erscheinen Ausfallungen in den ,,Perlen*’. 


Blindanalysen. 


Eine gréBere Anzahl Blindanalysen wurde folgendermafen untersucht : 
Nachdem eine in der iiblichen Weise mit Reagenzien behandelte Cholesterin - 
analyse (5cem 0,02°/s9iges Cholesterin in Chloroform) seiner Blindanalyse 
(= 5cem_ reines_ Cholesterin + Reagenzien) gegeniiber photometriert 
worden ist, wird diese mit einer Blindanalyse, die all die vorstehend fiir die 
Blutanalysen beschriebenen Prozesse durchgemacht hat, vertauscht. 
Nochmalige Photometrie. Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen 
Ablesungen wird berechnet, wobei die Cholesterinprobe einer Blutprobe 
mit 200 mg-% Cholesterin entspricht. Hierbei wird der Blindwert fiir die 
Blutanalyse ermittelt. Dieser Blindwert war stets unter 6 mg-%. 

Die Methode kann demnach ohne erhebliche Fehler ohne Blindanalyse 
angewandt werden und eignet sich somit fiir ein gewéhnliches, einfaches 
Tauchkolorimeter. 


Nachpriifung der Analyse durch Zusatz bekannter Cholesterinmengen zu den 
Blutanalysen. 


Im folgenden Versuch wurden Blutproben unmittelbar vor der Bei- 
mischung von NaOH mit einer (in Aceton gelésten) bekannten Cholesterin - 
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menge versetzt. 


Gleichzeitig wurden ebensolche Blutproben ohne Chole- 
sterinzusatz analysiert. 
Die Ergebnisse sind in nachstehender Tabelle niedergelegt. 





0,1 eem Blut 
Cholesterin 


mg-9/9 


66 
65 


0,1 cem Blut + 0,2 cem 
0,4 °/o9ige Cholesterinlisung in 
Aceton 


Cholesterin Cholesterin 


ermittelt berechnet 
mg-° mg-9/9 
140 145 
135 


0,1 cem Blut + 0,5 eem 
0,4 °/o9ige Cholesterinlésung in 


Aceton 
Cholesterin Cholesterin 
ermittelt berechnet 
mg-°'» mg-°/9 
264 265 
270 





0,1 eem Blut 
Cholesterin 


mg-°/o 


129 
126 


0,1 cem Blut + 0,5 eem 
0,4 %/ooiges Cholesterin gelést in 


Aceton 
Cholesterin Cholesterin 
ermittelt berechnet 
mg-°/» mg-°/» 
318 327 
322 


0,1 em Blut + 0,5 eem 
0,8 °/o9iges Cholesterin gelést in 
Aceton 


Cholesterin Cholesterin 


ermittelt berechnet 
mg-°/o mg-°/o 
507 527 
537 


Daraus ist ersichtlich, daB eine der Blutprobe beigemischte Menge Chole- 
sterin in dem gereinigten Chloroformextrakt aus den Analysen quantitativ 
wiedergefunden wird. 


Der der Methode anhajftende Fehler. 


Die mittlere Zahl des prozentualen Mittelfehlers von 71 Doppelanalysen 
Die Doppelanalysen sind nachstehend wiedergegeben. 


betrdgt 1,78 %,. 





84 193 
89 193 
117 129 
120 130 
224 215 
220 210 
181 134 
183 124 
120 142 
118 139 
110 190 
110 176 
113 151 
113 160 | 
129 172 | 
136 


168 | 


222 126111 
215 128d 
98 186 | 174 
105 181 «| «(179 
24 108 | 156 
254 «101-148 
187 163 | 179 
181177186 
154124 | «178 
159 129 «| 164 
126 178 127 
130174 | 136 
105 126 «| 150 
103 120 | «144 
142, 127: «| «157 
41 129 | 159 


98 
109 
134 
118 
154 
153 
152 
158 
102 
102 
100 

98 
116 
125 
124 
123 


208 163 150 
189 180 143 
132 111 200 
137 113 197 
105 137 129 
109 132 127 
114 108 126 
118 118 130 
160 146 125 
158 148 119 
154 130 164 
154 131 167 
106 141 134 
114 153 124 
130 136 

128 141 


Die Zahlen driicken das Cholesterin in mg-°, in den verschiedenen 


Blutproben aus. 
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Fehlerquellen. 
Auber den friiher erwihnten Febhlerquellen (z. B. Stehenlassen der zi: 
Kolorimetrie hergestellten Proben im Sonnenlicht) ist das Beriihren de- 
Kragens der Reagensglaiser sowie des unteren Teils der ausgewaschene:, 


Korken mit den Fingern zu vermeiden, da im Hautfett Cholesterin ent- 


halten ist. 


Zusammenfassung. 

Es wurde eine kolorimetrische Mikromethode ausgearbeitet zu: 
Bestimmung von Cholesterin in 0,1 cem Ohrblut. Die Methode kann 
zur Bestimmung all der in der Physiologie und Pathologie vorkommenden 
Cholesterinmengen benutzt werden und eignet sich zu Massenanalysen 
Die Bestimmungen erfordern auBer einem guten Kolorimeter, ode: 


noch besser einem Stufenphotometer, keine kostbare Apparatur. Der 


mittlere Fehler bei der Methode betrigt etwa 2%. 

Das Prinzip der Methode ist eine Verseifung hamolysierten Blutes 
mit nachfolgender Extraktion und Reinigung des Extraktes nach 
Rappaport und Engelberg, sowie die photometrische Messung einer mit 
Acetylchlorid hervorgerufenen stabilen Farbe. Die groBbe Genauig- 
keit der Methode ist dadurch erzielt worden, daB Rappaport und 
Engelbergs einfaches und wirkungsvolles Verfahren mit der auBer- 
ordentlich kraftigen und stabilen Farbreaktion mit Acetylehlorid 
kombiniert worden ist, nachdem beide Verfahren griindlich erprobt und 
etwas modifiziert worden waren. 
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Uber die enzymatische Gleichgewichtsreaktion zwischen 
Hexosediphosphorsiure und Dioxyacetonphosphorsiure. 


Ill. Mitteilung!: 
Uber Abfangen der Triosephosphorsiure mit Bisulfit und die Verbreitung des 
Ferments ,,Zymohexase* in den verschiedenen Zellarten. 


Von 
0. Meyerhof und K. Lohmann. 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir medi- 
zinische Forschung in Heidelberg.) 


(Eingegangen am 6. August 1934.) 


In den vorangehenden Arbeiten ist von uns gezeigt, daB in dialy- 
siertem Zellextrakt sich enzymatisch ein Gleichgewicht zwischen 
Hexosediphosphorsaure und Dioxyacetonphosphorsaure einstellt, welches 
ae Fa . , C*Dioxyaceton yh. 
fiir jede Temperatur der Gleichung gehorcht: K . pm 

CHexosediph. 
Die Arbeit wurde in verschiedenen Richtungen fortgesetzt. Wir be- 
richten hier 1. tiber dié Ausarbeitung einer Methode, die gestattet, 
beliebige Mengen Hexosediphosphorsiure fast quantitativ in Dioxy- 
acetonphosphorsaure umzuwandeln, 2. tiber die Verbreitung des Fer- 
ments ,,Zymohexase, das die Umwandlung Hexosediphosphorsiure 
= 2 Dioxyacetonphosphorsaure bewirkt. 

I. Abfangen der Triosephosphorsiure mit Bisulfit. 
A. Allgemeine Versuchsbedingungen. 

Angesichts des bestehenden Gleichgewichts lag es nahe, dadurch 
eine totale Umwandlung in den Trioseester herbeizufiihren, daB man 
denselben mittels eines Reagens ,,abfingt‘‘. Wie schon friiher erwahnt, 
haben wir zwei solche Abfangmittel gefunden, nimlich KCN und Bi- 
sulfit. Dabei gestattet aber nur das letztere, die Triosephosphorsiure 
unverindert zu regenerieren. Mit KCN bekommt man ein Cyan- 
hydrin, das zwar in alkalischer Lésung wieder zerfallt, wobei aber 
gleichzeitig der Trioseester verseift wird. Auf die enzymatische Cyan- 
hydrinbildung, bei der unter geeigneten Umstianden 80 bis 90°, der 
Hexosediphosphorsiure umgewandelt werden kénnen, soll hier nicht 
naher eingegangen werden. Dagegen beschreiben wir die enzymatische 
Umwandlung in Gegenwart von Bisulfit, weil diese Methode zur Herstellung 
des Dioxyacetonphosphats in gréBeren Mengen geeignet ist. 


1 T. Mitteilung: diese Zeitschr. 271, 89, 1934; LI. Mitteilung: ebenda 
273, 73, 1934. 
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Ausgehend von einer Hexosediphosphatkonzentration von 1,7.10-2 
und 3,4. 10-* mol. wurden die Bedingungen fiir méglichst vollstandig: 
Umwandlung ausprobiert. Bei Benutzung aquivalenter Mengen Bi- 
sulfit ist der Umsatz nur unvollstandig (vgl. Tabelle I, Nr.1). Bei 
Verwendung der dreifachen Menge Bisulfit erhalt man bei 20° etwa 
80°, Ausbeute (Versuch 2), bei Benutzung des acht- bis zehnfachen 
Uberschusses 90 %, (Versuch 4). Andererseits verlangsamt sich der Umsatz 
um so mehr, je héher die Bisulfitkonzentration ist und je saurer infolge 
dessen die Reaktion. Das Bisulfit darf aber nur teilweise neutralisiert 
werden, weil schon bei pu7 eine spontane Dissoziation des Dioxy- 
acetonphosphorsaurebisulfits einsetzt. Andererseits beginnt bei langen 
Versuchen schon der spontane Zerfall der gebildeten Triosephosphor- 
siure. Um dies zu vermeiden und die Ausbeute zu erhéhen, empfiehlt 
sich deshalb auch hier, den Umsatz bei 60° vorzunehmen, wo das Gleich- 
gewicht sehr zugunsten der Triosephosphorséure verschoben ist und 
sich auBerordentlich viel rascher einstellt. In Gegenwart von Bisulfit 
erhalt man dann in 3 bis 5 Minuten einen Umsatz von 85 bis 90°. 
Auch hier muB man Jangere Versuchszeiten vermeiden wegen der bald 
einsetzenden Wiederaufspaltung. Die Reaktion kann durch Bicarbonat- 
zusatz auf etwa pu 6,5 gebracht werden. Tabelle I gibt das Gesagte 
an Beispielen wieder. Auf diese griindet sich die folgende Darstellung. 


Tabelle I. 


Ausbeute an Dioxyacetonphosphorsaure in Gegenwart von 








Bisulfit. 
Tempe- Esterphos- | %/9 Triose- °/9 Triosephos- 
Versuchs- ratur ‘ phat | n Bisulfit , — phosphor- Gictchpewicht 
one t 0c 10-3 mol. | Te ature (ohne Bisultit) 
1 20 33,6 0,033 3 37 
; 33,6 0,033 20 39 
2 20 33,6 0,10 3 58 
33.6 0,10 20 81 12 
3 20 33,6 0.28 3 18 wi 
33,6 0,28 20 80 
4 | 2 33,6 | 0,33 20 71 
33,6 0,33 70 91 
5 60 33,6 0,10 1 75 
33,6 0,10 3 75 
6 60 33,6 0,20 3 81 33 
i 33,6 | 020 5 85 ™ 
7 60 33,6 | 0,28 1 85 
33,6 | 0,28 5 90 
8 |} 60 17 | 0,10 1 84 ) 49 
17 | 0,10 3 81 | 


Ubrigens ist das hier benutzte Hexosediphosphat auf Grund der 
Hydrolysenkurve nur zu etwa 93°, rein. Der als 90° berechnete 
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Uber die enzymatische Gleichgewichtsreaktion usw. III. 415 
Umsatz ist danach in Wirklichkeit ein fast 100%iger. Dies zeigt 
besonders deutlich, daB sich Hexosediphosphat enzymatisch aus- 
schlieBlich in Dioxyacetonphosphat umlagert, wiahrend keine meBbaren 
Mengen Glycerinaldehydphosphorsaure dabei auftreten. 


B. Darstellung der Dioxyacetonphosphorsdure als Bisulfitverbindung. 


Versuchsansatz. Eine Lésung von 20cem 2,6°%igem Bicarbonat 
+ 80cem 6%igem Na-Hexosediphosphat + 140cem 0,5 mol.  Bisulfit 


+ 60cem Wasser auf 65 bis 70° erwarmen und dazu 100 cem Kaninchen- 
muskelextrakt, der 10 bis 12 Stunden dialysiert und dann schnell auf 45 
bis 50° erwarmt ist, unter starkem Riihren zugeben. 5 Minuten auf 60° 
halten und mit 60 ccm 40°%iger Trichloressigsiure enteiweiBen, in Eis ab- 
kiihlen und filtrieren. Von dem vorhandenen gesamten Phosphat sind dann 
87 bis 90% alkaliverseifbar geworden. 

Die eiskalte Lésung vorsichtig unter starkstem Riihren (um jedes 
Uberneutralisieren zu vermeiden) mit etwa 30°%iger Natronlauge neutrali- 
sieren, bis blaues Lackmuspapier nur noch schwach weinrot gefairbt wird. 
Mit 5 g Ca als Ca-Acetat in gesattigter wasseriger Lésung versetzen und den 
Niederschlag, der hauptsichlich aus Ca-Sulfit besteht, abzentrifugieren. 
Lésung mit etwa 10 bis 12% des Volumens an Alkohol unter starkem 
Riihren langsam fallen und Niederschlag abzentrifugieren; er enthalt 
neben Ca-Sulfit und viel Dioxyacetonphosphorséure-Bisulfit die Haupt- 
menge an _ nichtalkaliverseifbarem P (Hexosediphosphorsaure). Beim 
weiteren sehr langsamen Zusatz von Alkohol (bis die Lésung etwa 30 bis 
35% Alkohol enthalt) fallen aus der Lésung mikroskopische Drusen aus, 
die in der Hauptsache ein Doppelsalz von Ca-Dioxyacetonphosphat und 
Ca-Bisulfit darstellen, die aber, obwohl sie nach Lésen in Wasser durch 
Alkoholzusatz wieder in derselben Form ausfallen, keine konstante Zu- 
sammensetzung besitzen. Beim Waschen der einzelnen Niederschlaige 
bzw. bei der Umkristallisation mu8 alkalische Reaktion unbedingt ver- 
mieden werden. Zu diesem Zweck wiascht bzw. lést man die Niederschlaige 
in mit ganz wenig HCl angesiuertem Wasser, so daB die wasserigen Lésungen 
blaues Lackmuspapier schwach weinrot farben. Man entwissert die feuchten 
Niederschlage mit Alkohol und Ather und trocknet sie iiber Schwefelséure 
im Vakuum. Die Bisulfitverbindung ist im Gegensatz zu den freien dioxy- 
acetonphosphorsauren Erdalkalisalzen im trockenen Zustand gut haltbar. 


C. Darstellung von Ba-Dioxyacetonphosphat aus der Bisulfitverbindung. 


Bisulfitverbindung in der eben ausreichenden Menge verdiinnter HCl 
lésen (die Reaktion soll noch kongoalkalisch sein), das Ca mit K-Oxalat 
in ganz geringem Uberschu8 ausfillen, mit Bicarbonat eben lackmusneutral 
machen, das Ca-Oxalat abtrennen, die Lésung mit festem Bicarbonat 
versetzen und das Sulfit mit konzentrierter Jodlésung zu Sulfat oxydieren. 
Reaktion immer schwach lackmusalkalisch halten, indem man ab und zu 
einen kraftigen Luftstrom durch die Lésung zum Austreiben der CO, 
blast; eventuell NaHCO, zusetzen. Uberschiissig zugesetztes Jod mit ver- 
diinnter Bisulfitlésung zuriicktitrieren, Lésung mit HCl schwach ansaéuern 
und die CO, im Vakuum entfernen. Dann mit verdiinnter NaOH neuirali- 
sieren bis blaues Lackmuspapier schwach weinrot gefarbt wird, die Lésung 
(pro g Bisulfitverbindung etwa 50 bis 75 ccm) mit Ba-Acetat in geringem 
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UberschuB8 versetzen, Unlésliches abzentrifugieren (verwerfen) und die 
eiskalte Lésung zunachst langsam mit 10% Alkohol fallen und die Haupt- 
menge mit 40°. Beim Waschen der Niederschlige Reaktion beachten 
und sofort mit verdiinnter HCl anséuern, falls Lackmuspapier nicht weinrot 
gefarbt wird. 

Die Analyse eines derartig dargestellten Praparats ergab, gelést in 
lcem nach Entfernung des Ba mittels HCl und Na,SO,: Anorganisches 
P,O, 0,205 mg; organisches P,O, 2,50 mg; davon 2,305 alkaliverseifbar 
(= 92%), entsprechend 2,92 mg Triose. Milchséiureausbeute 3,10 mg. 
Methylglyoxal nach Saurehydrolyse 2,55 mg, entsprechend 3,28 mg Triose. 


Il. Verbreitung der Zymohexase. 
A. Vergleich des Fermentgehalts. 

In allen untersuchten Zellarten fand sich Zymohexase vor, doch 
ergibt ein Vergleich der Wirksamkeit der Extrakte, daB kein Gewebe 
auch nur annahernd so viel Ferment enthalt wie der Muskel. An zweiter 
Stelle steht die Hefe, in weiterem Abstand folgen Herz, Gehirn und 
Retina, Milz, Carcinom, Blutkérperchen. In der Leber und Niere ist der 
Gehalt so gering, daB mittels wasserigen Extrakten bei den von uns 
angewandten Hexosediphosphatkonzentrationen das Gleichgewicht 
bei 40° in 15 Minuten noch lange nicht erreicht ist. Die Abschatzung 
des Fermentgehalts ist nur angenahert durchgefiihrt worden. Durch die 
Extraktion wird besonders im Muske]l nur ein Teil des Ferments aus- 
gezogen. Auch wird bei zwélfstiindiger Dialyse, die nétig ist, um das 
Co-Ferment restlos zu entfernen und Aufspaltung der Triosephosphor- 
siiure zu verhindern, das Ferment in vielen Fallen stark geschadigt, 
so daB die Mehrzahl der Versuche in nichtdialysierten Extrakten durch- 
gefiihrt sind. SchlieBlich ist das Ferment in den anderen Organen viel 
temperaturempfindlicher als im Muskel, so da vergleichende Versuche 
sich nur bei 20 und 40° durchfiihren lieBen. Um trotzdem ein ungefiahres 
Urteil iiber den Fermentgehalt zu gewinnen, wurde mittels in ahnlicher 
Weise hergestellter und verdiinnter Extrakte die Halbwertszeit der 
Umlagerung von Hexosediphosphorsaiure bei einer Konzentration von 
4.1073 mol. P bestimmt und zwar bei 20 und 40°. Fiir die Bestimmung 
der Zeit des halben Umsatzes wurden nur solche Versuche zugrunde 
gelegt, wo das Gleichgewicht in langeren Zeitraumen tiberhaupt erreicht 
wurde. Es liegt fiir die angegebene Konzentration von Esterphosphat 
bei 20° bei 35° Triosephosphorsiure, bei 40° bei 55° Triosephosphor- 
siure. Die Versuche sind in Tabelle II vereinigt. 


Als Hefepraparat diente Mazerationssaft. Der mit 4 Teilen Wasser 
auf 1 Teil Trockenhefe hergestellte Saft wurde einer 1,5fachen Verdiinnung 
lebender Hefezellen gleichgesetzt, da diese 30% Trockensubstanz enthalten. 
Beim Muskel ist auBer der iiblichen Verdiinnung (vierfache Verdiinnung 
eines 40%igen Extraktes = zehnfacher Gesamtverdiinnung) noch eine 
achtfache gréBere Verdiinnung benutzt, wo sich die Halbwertszeiten genauer 
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Tabelle I. 


Relative Fermentmenge in den verschiedenen Zellarten. 





Relative Ferment- 


Pi a Dialy- ay menge = reziproke 
Zellart Organ-| Siert +, ; Halbwertszeiten 
verdtin- undia- iL... fiir gleiche Ver- 
nung lysiert — 200 ins a 
Skelettmuskel (Kaninchen). . . 10 a 4 1—1,5 100 
80 de 60 20 
Hefe (Mazerationssaft) .... 6 + 30 20 5 
Herz (Kaninchen). ...... 10 — 90 25 4 
i . “ort a eee 10 4. 240 60 1,6 
Gehirn (Kaninchen, Brei) . . . 10 oe 240 120 16 
gees i laa Extrakt) . 16 _ 360 = 90 ” 
2 * 7 _ | 16 + 2400 1000 0,25 
* (Ratte, Extrakt) . 16 — 90 
Renn (Preby 2. 6-6 we ws 40 — 900 2 
Blutkérperchen (Gans). . . . . 10 + 1800 0,1 
i (Kaninchen, Voll- 
hamolysat). . . 5 — 300 0,25 
Milz (Kaninchen). ...... 10 _ 300 13 
Carcinom (Maus)....... 20 — 600 3800 13 


messen lieBen. Bezogen auf gleichen Verdiinnungsgrad der Ferment- 
lésungen kénnen die reziproken Halbwertszeiten als ungefihres Ma des 
Fermentgehalts angenommen werden (letzte Spalte der Tabelle II). Statt 
des Gehirnextraktes ist in einem Versuch das zerriebene Gehirngewebe 
benutzt worden. Der Fermentgehalt war dabei nicht héher, so da®B in diesem 
Fall die Extraktion nahezu vollstandig zu sein scheint. Durch Dialyse 
wird dagegen der Extrakt hier, ebenso wie in den anderen Fallen, stark 
geschwacht. 


B. Gleichgewichtseinstellung in den verschiedenen Geweben. 


Wie schon in den vorhergehenden Arbeiten gezeigt wurde, ist das 
Gleichgewicht zwischen Hexosediphosphorsiure und Dioxyaceton- 
phosphorsaure, wenn es sich auch nur in Gegenwart des Ferments ein- 
stellt, doch als ein echtes thermodynamisches Gleichgewicht anzusehen. 
Kine weitere Stiitze dieser Auffassung liegt in der Tatsache, daB das 
erzielte Gleichgewicht und auch seine Abhangigkeit von der Temperatur 
unabhangig ist von der speziellen Natur des Ferments. (Allerdings 
lassen sich dafiir nur Temperaturen zwischen 0 und 40° vergleichen, 
weil das Ferment in anderen Geweben temperaturempfindlicher als 
im Muskel ist.) Dieser Feststellung widerspricht es nicht, daB durch 
gewisse Zusitze von Salzen, insbesondere von Mg, auch von Eiweif} 
und daher auch durch hohe Extraktkonzentrationen das Gleichgewicht 


ate 
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nach der Seite der Synthese der Hexosediphosphorsiure verschoben 
wird. Hierauf wird spater im Zusammenhang mit der Kinetik des Um- 
satzes genauer eingegangen. 

In Tabelle III sind fiir Extrakte von Hefe, Gehirn und Erythro- 
cythen die von beiden Seiten erreichten Gleichgewichtsverteilungen 
angefiihrt, die mit den durch Muskel erzielten tibereinstimmen. 


Tabelle ITT. 


Gleichgewichtseinstellung von beiden Seiten. 


O. Meyerhof u. K. Lohmann. 








Zellart 


Hefe 
(Mazerations- 
saft) 


Gehirn 
(Extrakt) 


Blutkérperchen 


(Gans) 


Blutkorperchen 


(Kaninchen) 


Im ersten Teil wird eine enzymatische Methode zur Darstellung 
von Dioxyacetonphosphat in beliebigen Mengen beschrieben, im zweiten 
Teil wird eine Ubersicht iiber den Gehalt des Hexosediphosphat spalten- 
den Ferments (Zymohexase) in verschiedenen Zellarten gegeben. 
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Eine neue physikalische EnteiweiBungsmethode zur Darstellung 
gen ff biologisch wirksamer Substanzen’. 


Isolierung von Kohlenhydraten aus Hiihnereiwei8 und Pneumococcer. 


Von 


M. G. Sevag. 


- (Aus dem Institut Robert Koch in Berlin, Laboratorium Prof. F. Neufeld.) 
ht: 

a (Eingegangen am 14. August 1934.) 

im 

‘Kt Die Anwendung der iiblichen chemischen Methoden zur Ent- 


fernung von EiweiB, wie Behandlung mit Saure und Alkali oder Schwer- 
metallen, Einwirkung von Enzymen und dergleichen kann bei der 
Isolierung nicht eiweiBartiger Substanzen aus pflanzlichem und tieri- 
schem Material zu deren teilweisem Abbau oder sonstigen Veranderungen | 
fiihren. Es bleibt daher oft zweifelhaft, inwieweit die auf diese Weise 
gewonnenen Substanzen in ihrem chemischen und biologischen Ver- 
halten noch ihrem urspriinglichen Zustand entsprechen. Was nun im 
besonderen das gemeinsame Vorkommen von Polysacchariden und 
EiweiBstoffen in Bakterien, Eiereiwei8 und Blutserum usw. betrifft, 
so muB es, da bis jetzt keine schonende Methode zur Entfernung 
von Eiweif entwickelt worden ist, offen bleiben, ob die Poly- 
3 saccharide chemisch oder durch Adsorptionskrafte locker an Ei- 
weiB gebunden sind, oder ob sie vdéllig unabhangig neben dem 
EiweiB existieren. In dieser Arbeit wurde versucht, ausgehend von 
der Annahme, da’ Polysaccharide und EiweiB nicht chemisch mit 


EEE 


See ee ee le 


— 


o . . . . ‘ ‘ , 
lung einander verbunden sind, diese Stoffe durch rein physikalische Ver- 
; fo . 
ten fahren voneinander zu trennen. 
ten- 


EnteiweiBung. 


Die hier benutzte Methode besteht in mehrmaliger Behandlung 
von Bakterien oder Hithnereiklar mit fliissiger Luft und nachfolgendem 
Auftauen. Das so vorbehandelte Material wird in einer Mischung 
von Wasser, Chloroform (oder ahnlichen Verbindungen) und Amyl- 
alkohol suspendiert, mehrere Stunden geschiittelt und zentrifugiert. 
Die iiberstehende, noch einen geringen Teil der EiweiBstoffe enthaltende 
Fliissigkeit wird weiter mit Chloroform und Amylalkohol geschiittelt, 
bis die EiweiBreaktion negativ wird. 


1 Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Rockefeller Foundation 
im Laboratorium F. Neufeld ausgefiihrt. 
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Mechanische Zertriimmerung von Bakterien mit fliissiger Luft. 


Macfadyen und Rowland’, spaiter Bassenge und Mayer* behandelten 
Bakterien mit fliissiger Luft, um ihre vollstandige mechanische Zer- 
trimmmerung zu erreichen. Diese Methode wurde lediglich angewandt, um 
Bakterienstoffe, frei von lebenden Zellen, fiir Impfzwecke darzustellen. 


Uber die Einwirkung niedriger Temperaturen auf Rohmaterial pflanzlicher 
und tierischer Herkunft. 

Bei der Behandlung von Bakterien, getrocknetem Eiklar, hamolysiertem 
Blut, pflanzlichen Geweben und dergleichen mit fliissiger Luft kann man 
erwarten, dreierlei zu erreichen: 1. die mechanische Zerst6rung von Bak- 
terien oder Geweben, 2. die Abspaltung locker aneinander gebundener, 
chemisch unaéhnlicher Substanzen, z. B. von Protein und Polysaccharid, 
3. eine physikalische Veranderung von EiweiB derart, da8 es entweder 
schwer léslich oder leicht mit anderen Reagenzien, z. B. Chloroform, aus- 
fallbar wird. Nord?® zieht folgenden SchluB aus seinen zahlreichen Unter- 
suchungen tiber den EinfluB8 niedriger Temperaturen (— 18 bis — 180°) 
auf 0,001- bis 0,5° ige wasserige Lésungen von Eialbumin, Gelatine, 
Natriumoleat, Gummi arabicum und Saponin: ,,Mit Hilfe der Kryolyse 
und nachfolgender Messung der Oberflaichenspannung, Tropfenzahl, Visko- 
sitaét, elektrischen Leitfahigkeit, kataphoretischen Wanderungsgeschwindig- 
keit und Gasaufzehrung konnte der Nachweis erbracht werden, da die 
lyophilen Kolloide unter dem Einflu8 des Frostes sowohl in Lésungen als 
auch bei Emulsionen eine irreversible physikalische Verdnderung erleiden.** 


Frithere Beobachtungen iiber den Einflu8 von Chloroform auf Eiweifstoffe. 


Salkowski* stellte fest, daB Blutserum und serése Fliissigkeiten nicht 
mit Chloroform gerinnen. Wasserige Lésungen von EiereiweiB 1:2 bis 
3 verd. koagulieren ebenfalls nicht mit Chloroform, zeigen aber eine starke 
Opaleszenz. Bei Zusatz von Chloroform falit das Casein der Milch langsam, 
aber vollstindig aus, die iiberstehende Fliissigkeit enthilt jedoch noch 
hitzekoagulierbares Lactalbumin. Nach Formanék® wird bei 50 bis 55° 
das Blutserum mit Chloroform bei saurer und neutraler Reaktion ziemlich 
rasch, bei alkalischer Reaktion iiberhaupt nicht ausgefallt. Bei gewohnlicher 
Temperatur wirkt das Chloroform langsamer. Eiereiwei8 wird bei 50 bis 55° 
mit Chloroform bei saurer Reaktion ziemlich gut, bei neutraler sehr rasch 
und bei alkalischer iiberhaupt nicht gefallt. Nach Kriiger® zeigt kon- 
zentrierte Eialbuminlésung beim Versetzen mit einem groBen UberschuS 
an Chloroform schon beim ersten starken Schiitteln eine deutliche Triibung. 
Beim Stehen iiber Nacht bildet sich ein dicker, sich schwer absetzender Nieder- 
schlag, die iiberstehende Fliissigkeit zeigt eine stark milchige Triibung und 
nach dem AbgieBen auch im Verlauf von weiteren 5 Tagen nur ganz geringen 
Bodensatz; das Erwiirmen auf 50° hat dann keinen weiteren Einflu8 mehr. 


Man sieht aus diesen Angaben, daB Chloroform nicht als Mittel 
angesehen und benutzt wurde, um Eiweifstoffe vollstandig aus ver- 


1 Centralbl. f. Bakt. 1. Abt. Orig., 34, 765; 35, 415. — * Ebenda 
1. Abt. Orig., 36, 332, 1904. — % Ergebn. d. Enzymforsch. 2,, 23, 1933. 
4 Zeitschr. f. physiol. Chem. 31, 329, 1901. — *® Ebenda 29, 416, 1900. — 


6 Zeitschr. f. Biol. 41, 341, 1901. 
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schiedenartigem Material zu entfernen. Die zum Teil beobachteten 
Einwirkungen von Chloroform auf EiweiBstoffe sind wohl mehr auf den 
Einflu8 der Temperatur und der sonstigen Reaktionsbedingungen 
zurickzufiihren. 


Isolierung von Kohlenhydraten aus Hiihnereiweif. 


Das Vorkommen von Kohlenhydraten in Eiereiweif ist seit langem 
beobachtet worden!. Man nimmt im allgemeinen an, daB das Kohlen- 
hydrat an Eiweif gebunden ist. Diese Verbindung wird als ,,Gluco- 
protein“, ,,Glucosidoprotein“ usw. bezeichnet. 

Levene und Mori? nehmen an, dais die Methode der Isolierung von 
Kohlenhydraten ,,indicates the existence of an intimate union between 
protein and polysaccharide, one more intimate than that of the ions of an 
ionizable salt**. Zur Isolierung von Kohlenhydraten benutzen sie die Methode 
von Frankel und Jellinek*® in modifizierter Form. Getrocknetes Hiihner- 
eiweiB wird mit Essigsiure und Kochsalz in der Siedehitze koaguliert, das 
Koagulum mit 10°%iger Bariumhydroxydlésung 7 Stunden lang ge- 
kocht usw. Eine so eingreifende Behandlung ist nach unserer Meinung 
nicht nur unn6étig, sondern es besteht auch die Méglichkeit, daB das so 
isolierte Produkt nicht mehr vollkommen dem in dem Eiereiwei8 urspriing- 
lich vorhandenen Kohlenhydrat entspricht. 


Die von mir angewandten Methoden sind folgende: 


1. Kohlenhydrat aus getrocknetem EiereiweifB (Handelspraparat) nach Be- 
handlung mit flissiger Lujt. 


50 g getrocknetes, pulverisiertes EiereiweiB (Schering-Kahlbaum) 
werden mit 50cem Wasser in einem Morser zu einer dicken Paste 
verrieben und durch EingieBen von fliissiger Luft zum sofortigen Er- 
starren gebracht. Diese Behandlung wird noch einmal] wiederholt 
und nach dem Frieren jedes Mal das vollstandige Auftauen abgewartet. 
Das so vorbereitete Material wird in einer Mischung von 1500 cem 
Wasser, 300 cem Chloroform und 100cem Amylalkohol suspendiert, 
10 bis 15 Stunden geschiittelt und dann 1 Stunde lang zentrifugiert. 
Fast 90% #om Eiwei® setzt: sich in einer dicken Schicht mit Chloroform 
und Amylalkohol ab. Die iiberstehende Fliissigkeit wird aufbewahrt, 
das Sediment noch zweimal mit je 1500 cem Wasser in derselben Weise 
geschittelt. Die beiden nach dem Zentrifugieren tiberstehenden Lé- 
sungen werden mit der ersten vereinigt (zusammen 4500 cem). Das 
EiweiB enthaltende Sediment wird bei Zimmertemperatur getrocknet, 
pulverisiert, in Wasser aufgeschwemmt und mehrere Stunden ge- 


1 Pavy, Physiology of the Carbohydrates, London 1894; Langstein, 
Zeitschr. f. physiol. Chem, 31, 48, 1900; Newberg, B. 34, 3963, 1901. — 
2 J. of biol. Chem. 84, 49, 1929. — * Diese Zeitschr. 185, 392, 1927. 
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schiittelt. Es ist vollkommen unléslich in Wasser, und das klare Filtrat 
zeigt eine negative EiweiBprobe mit Sulfosalicylsaure. 

Die gesammelten drei wasserigen Extrakte (4500 ccm) werden im 
Faust-Heim-Apparat bei 37° zur Trockne eingedampft. Der Riickstand 
wird in einer Mischung von 500 cem Wasser, 200 cem Chloroform und 
20 ccm Amylalkohol suspendiert und 15 Stunden geschiittelt. Nach 
dem Zentrifugieren wird die tiberstehende Fliissigkeit durch ein Settz- 
Filter filtriert. Das Filtrat ist klar, sechwach gelb, zeigt negative EiweiB- 
probe mit 20°%,iger Sulfosalicylsaure (EiweiB 1: 25000 positiv), starke 
Molisch-Reaktion und reduziert Fehlingsche Lésung. 

Das Filtrat wird im Faust-Heim-Apparat bei 37° wiederum zur 
Trockne eingedampft, der Riickstand in einer Mischung von 150 cem 
Wasser, 50 ccm Chloroform und 5cem Amylalkohol aufgeschwemmt, 
15 Stunden geschiittelt und dann zentrifugiert. Das Chloroform bildet 
ein Gel aus einer weiBen Substanz, das nicht durch Wasser zerstért 
wird und infolgedessen vollstandig damit ausgewaschen werden kann. 
Mit Methylalkohol wird dieses Gel ausgefallt, man erhalt eine weiBe 
Substanz, die weder EiweiB- noch Kohlenhydratreaktionen gibt. Die 
wasserige Lésung tiber der Chloroform-Gel-Schicht wird durch ein 
Seitz-Filter gegeben und im Faust-Heim-Apparat zur Trockne ein- 
gedampft, um Chloroform und Amylalkohol restlos zu entfernen. 
Die trockene Substanz ist durchsichtig, gelblich und schmeckt swuB. 

Man erhalt 8g, also 16%, proteinfreie Substanz aus Eiereiweif. 
Diese Substanz wird in 150ccm Wasser gelést, filtriert, wobei ein 
kleiner Rest gelahnlicher Substanz auf dem Filterpapier zurickbleibt, 
mit 750 ccm 96% igem Alkohol versetzt, tiber Nacht stehengelassen 
und dann zentrifugiert. Die tiberstehende Fliissigkeit ist klar und 
schwach gelb. Beim Zufiigen von weiteren 250 ccm 96°,igem Alkohol 
entsteht kein weiterer Niederschlag. Das Sediment dieser Alkohol- 
fillung betrigt nach dem Trocknen 4g. Die proteinfreie Substanz 
besteht also zur Hialfte (8° des Ausgangsmaterials) aus alkoholléslicher, 
zur anderen Hilfte aus alkoholunléslicher Substanz. Die alkohol- 
unlésliche Substanz ist geschmacklos und reduziert Fehlingsche Lésung 
erst nach Hydrolyse mit Saiure. Diese Substanz ist zunachst links- 
drehend und nach der Saéurehydrolyse rechtsdrehend (siehe die Analysen). 


2. Kohlenhydrat aus getrocknetem EiereiweiB (Handelsprdparat) ohne Vor- 
behandlung mit fltissiger Luft. 


10 g getrocknetes, pulverisiertes EiereiweiB (Schering-Kahlbaum) 
werden mit 10 ccm Wasser zu einer dicken Paste verrieben, sofort 
in einer Mischung von 200 cem Wasser, 60 cem Chloroform und 20 ccm 
Amylalkohol aufgeschwemmt und dann weiter wie bei 1. behandelt, 
bis man eine proteinfreie Lésung erhalt. Der Trockenriickstand dieser 
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Lésung ist schwach gelb und gibt positive Zuckerreaktion, wurde 
aber nicht weiter untersucht. Ausbeute 0,735 g, also 7,35°,, des Aus- 
gangsmaterials, 


3. Immunologisch wirksames Keohlenhydrat aus frischem Eiklar'. 


1100 cem frisches Hiihnereiklar werden im Faust-Heim-Apparat 
bei 37° getrocknet, 115 g der Trockensubstanz pulverisiert und wie bei 1. 
behandelt. Man erhalt ein Kohlenhydrat, das immunologisch wirksam 
ist. Um einen Anhaltspunkt zu haben, wieweit die EnteiweiBung in 
diesem Praparat fortgeschritten ist, hat Dr. Seastone eine Komplement- 
bindungsreaktion durchgefiihrt. Mit dieser Methode hat er EiereiweiB 
noch in der Verdiinnung 1 : 800000 nachgewiesen, wahrend das Kohlen- 
hydratpraparat negative Resultate ergab. Eine Prazipitation mit 
Kaninchenantiserum zeigte ebenfalls negative Ergebnisse mit dem 
Kohlenhydrat, dagegen positive Ergebnisse noch mit Eiklar 1 : 200000 
verdiinnt. 

AuBer dieser immunologisch wirksamen Fraktion erhalt man noch 
andere Kohlenhydratfraktionen, die immunologisch unwirksam sind. 
Weiterhin léBt sich eine bréunliche Substanz isolieren, welche keinen 
Niederschlag mit Sulfosalicylsiure und Phosphorwolframsaure zeigt. 
Beim Suspendieren in Wasser quilit diese Substanz wie Agar- Agar 
und geht allmahlich in Lésung. Auch diese Fraktion ist immunologisch 
unwirksam und wurde nicht weiter untersucht. Die Analyse der immuno- 
logisch wirksamen Fraktion zeigt folgende Resultate: 


1. CH-Bestimmung?. 





Substanz H,0 CO, H C 

mg mg mg Ol5 Oiy 
3,805 2,28 6,50 6,71 46,59 
3,754 2,28 6,44 6,82 46,79 


2. N-Bestimmung nach Dumas. 





Substanz N p t N 

mg cem mm 0c ar) 
12,700 1,338 731 25 11,61 
5,577 0,615 731 25 11,73 


1 Ausfiihrliche Mitteilung iiber die immunologischen Ergebnisse: 
M.G. Sevag u. C. V. Seastone, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. (im Druck). 
— * Samtliche Analysen wurden ausgefiihrt von Herren Dr. Michael 
Zacherl und Dr. A. Verdino, Laboratorium Prof. H. Lieb, Medizinisch- 
Chemisches Institut der Universitat Graz. 
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3. Amino-N-Bestimmung nach van Slyke. 





Substanz N p t N 


mg cem mm 9C 1 9/9 
7,282 0,120 730 23 0,91 
9,396 0,130 730 23 0,77 


4. Amino-N-Bestimmung nach van Slyke nach Hydrolyse mittels 
Saure. 





Substanz N N 
mg eem 5 
3,752 0.00 0,00 


5. Spezifische Drehung. 





Substanz H,O t l 24 

mg gz . 0C em . («Jp 
26,079 1,554 1.0016 24 10 — 1,04 — 6,29 
24,024 1,672 1,0005 24 10 — 0,92 — 6,46 


6. Spezifische Drehung und Glucosezah! nach der Hydrolyse 
mittels Saure. 





Substanz Lisungsm. t l 24 
d a [a 
mg g oc em D 
1,944 10,00 1,018 24 10 + 0,05 + 25,3 


7. Gluecosezahl nach Hagedorn-Jensen. 





Substanz Blindwert in ecm ecm Glucose 
mg n 100 Nay S203 n/100 Nag S203 0), 
1,944 0,989 0,705 51,95 


8. Qualitativer Nachweis von Schwefel. 


Nach Emich war qualitativ kein Schwefel nachzuweisen. 


Isolierung von Polysacchariden aus virulenten Pneumococeen Typ I 
(Stamm 75)?. 

Das Bakterienmaterial stammte aus 100 bis 110 Litern Kulturen 
in Pferdefleischbouillon mit 0,3°% Dextrose- und 10%, Serumgehalt. 
Die Bakterien wurden 12 Stunden lang geziichtet, um Autolyse még- 
lichst zu vermeiden, dann zentrifugiert und mit physiologischer Koch- 


1 Heidelberger u. Avery, J. Exp. Med. 38, 73, 1923; Heidelberger u. 
Goebel, J. of biol. Chem. 70, 613, 1926; 74, 613, 1927. 
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salzlésung gewaschen. Das Sediment wurde im Faust-Heim-Apparat 
bei 37° getrocknet. 

30g dieses Trockenmaterials werden in einem groBen Morser 
mit 75 ccm Wasser zu einer dicken Paste fein verrieben und durch 
EingieBen flissiger Luft innerhalb weniger Sekunden zum vollstandigen 
Erstarren gebracht. Diese Behandlung wird viermal wiederholt?, 
nachdem die Mischung jedesmal wieder Zimmertemperatur angenommen 
hat. Das so vorbehandelte Bakterienmaterial wird in einer Mischung 
von 1500 ccm dest. Wasser, 300 ccm Chloroform und 100 cem Amyl- 
alkohol suspendiert, 10 bis 15 Stunden mit Glasperlen stark geschiittelt 
und dann 1 Stunde zentrifugiert. Die iiberstehende schwach getriibte 
Lésung wird im Eisschrank aufbewahrt. Das Chloroform und Amyl- 
alkohol enthaltende Bakteriensediment wird noch zweimal in derselben 
Weise mit 1500 ccm Wasser geschiittelt und dann zentrifugiert. Die 
iberstehenden Lésungen werden mit der ersten vereinigt und im Faust- 
Heim-Apparat bei 37° zur Trockne eingedampft. Dieser Riickstand 
wird in einer Mischung von 500 cem Wasser, 100 ccm Chloroform 
und 30cem Amylalkohol aufgeschwemmt, 15 Stunden geschiittelt 
und dann zentrifugiert. Das Sediment wird entfernt und die tiberstehende 
Flissigkeit noch zweimal in gleicher Weise mit Chloroform und Amyl- 
alkohol geschiittelt, bis nach dem Zentrifugieren die Chloroformschicht 
keine Fallung mehr zeigt. Die iiberstehende Fliissigkeit ist ganz schwach 
triib, nach dem Filtrieren durch Seitz-Filter erhalt man 650 ccm klares, 
gelbes, viskéses Filtrat, das negative EiweiBreaktion mit Sulfo- 
salicylsaure und starke Wolisch-Reaktion zeigt. Dieses Filtrat wird im 
Faust-Heim-Apparat eingedampft, der Trockenriickstand in 150 cem 
dest. Wasser bis auf eine ganz geringe Triibung in Lésung gebracht 
und mit 25cem Chloroform 10 Stunden geschiittelt. Eine geringe 
Menge unldéslicher Substanz setzt sich nach dem Zentrifugieren in 
der Chloroformschicht ab. 

Die proteinfreie tiberstehende klare Losung (A) wird mit 500 cem 
96° igem Alkohol gefallt und zentrifugiert. Das erhaltene Sediment 
ist ganz schwach braun, es wird in absolutem Alkohol suspendiert 
und filtriert, dann bei Zimmertemperatur getrocknet, pulverisiert 
und in 150 cem Wasser durch schwaches Erhitzen auf dem Wasserbad 
in Lésung gebracht. Diese wasserige Lésung der mit Alkohol aus- 
gefallten Substanz ist ganz schwach triib, sie bleibt iiber Nacht im 
Kisschrank stehen und wird dann zentrifugiert, wobei ein geringer 
unléslicher, braiunlicher Rest zuriickbleibt. 


1 Mikroskopische Untersuchungen zeigen, daB frische Pneumococcen- 
kulturen bei der Behandlung mit fliissiger Luft ailmahlich gramnegativ 
werden. Es sind schlieBlich nur noch einzelne Bakterien zu erkennen, 
in der Hauptsache Detritus. 
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Die tiberstehende Flissigkeit ist klar, proteinfrei und wird mit 
Fraktion A, bezeichnet. Das Trockengewicht dieser wasserigen Lésung A, 
des mit Alkohol aus A gefallten Produktes betragt 1,216 g. 

Die tiberstehende Lésung nach der Alkoholfaillung von A, aus A 
ist tribe und gibt keine Fallung mehr beim Zufiigen von weiteren 
300 cem 96° igem Alkohol. Der Alkohol wird auf dem Wasserbad 
bei 80° abdestilliert. Die 250 ccm Destillationsriickstand bilden eine 
stark triibe, gelblichbraune Emulsion, die sich auch beim Stehen 
tiber Nacht im Eisschrank nicht absetzt. Bei Zugabe von Chloroform 
bildet sich sofort ein dicker Niederschlag. Nach dem Zentrifugieren 
ist dieses Sediment in kaltem und heiBem Wasser unléslich; es wurde 
nicht weiter untersucht. Die schwach triibe iiberstehende Lésung wird 
durch Settz-Filter filtriert, sie ist proteinfrei und gibt starke Molisch- 
Reaktion. Durch eine weitere Fallung mit Alkohol wird sie wiederum 
in zwei Fraktionen getrennt, eine mit Alkohol fallbare Fraktion A, 
(Trockengewicht 0,1776 g) und eine alkohollésliche Fraktion A, (0,275 g 
Trockengewicht). 

Das Gesamtgewicht der drei Fraktionen betragt 1,669 g, d.h. 
5,5°%, Kohlenhydrat aus exsikkatortrockenen Pneumococcen. Vir. 
Typ I (75). 

Alle drei Fraktionen werden durch typenspezifische Kaninchen- 
antisera in hohen Verdiinnungen prdzipitiert und bewirken bei Mdusen 
nach i. p. Einspritzung Immunitat gegen Pneumococcen des Typ I. 

Die Fraktion A, wird in 160 cem dest. Wasser gelést, mit 600 cem 
96% igem Alkohol versetzt und 30 Minuten zentrifugiert. Das so er- 
haltene Sediment A,, ist nach dem Trocknen gelblich, durchsichtig 
und spréde (Ausbeute 0,463 g). Die iiberstehende alkoholische Lésung 
bleibt iiber Nacht im Eisschrank und wird dann von dem inzwischen 
entstandenen Niederschlag abzentrifugiert. Dieses Sediment A,, wiegt 
nach dem Trocknen 0,482 g. Die alkoholische Lésung wird eingedampft 
und ihr Trockenrtickstand als Fraktion A,, bezeichnet. 

Die prazipitierenden und immunisierenden Eigenschaften der 
Fraktionen A,, und A,, stimmen iiberein, daher wurden diese Frak- 
tionen vereinigt und zur folgenden Analyse benutzt. Die Fraktion A,, 
wurde nicht weiter untersucht. 


1. CH-Bestimmung!. 





Substanz H,0 COs H Cc 

mg mg mg 9/9 lo 
4,226 2,18 5,99 5,77 38,66 
4,847 2,53 6,85 5,84 38,54 


1 Samtliche Analysen wurden ausgefiihrt von Herren Dr. Michael 
Zacherl und Dr. A. Verdino, Laboratorium Prof. H. Lieb, Medizinisch- 
Chemisches Institut der Universitat Graz. 








Ve 
Ma 





mit 
ig Ay 


is A 
eren 
rbad 
eine 
ehen 
form 
leren 
urde 
wird 
isch- 
rum 
n Ay 


275 g 


d. h. 
Vir. 


chen- 
jUusen 
yp I. 
)ecem 
O er- 
chtig 
sung 
chen 
wiegt 
mpft 


der 
Frak- 
F Bix 


ichael 
nisch- 





Eine neue physikalische EnteiweiBungsmethode usw. 427 


2. N-Bestimmung nach Dumas. 





Substanz N p t N 
mg eem mm °C 5 

12,325 0,753 ee 730 25 6,72 

12,422 0,745 730 25 6,60 


3. Amino-N-Bestimmung nach van Slyke. 





Substanz N p t N 
mg eem mm °C 9% 

11,412 0,250 730 23 1,21 

12,480 0,320 730 23 1,42 


4. Spezifische Drehung. 





Substanz H,0 t l 


24 
mg g . °C em ” [xIp 
| 
22,383 1,707 1,0016 24 10 + 2.84 + 21,91 
22.383 | 1,707 1,0016 24 10 + 2,83 + 21,83 


5. Spezifische Drehung und Glucosezahl nach der Hydrolyse 
mittels Saéure. 








Substanz Liésungsm. t 24 
" : 4 ‘ ae ie [aly 
2,168 | 10,00 1,023 24 10 + 0,12 + 54,1 
Glucosezahl Blindwert in ecem ecm Glucose 
mg Substanz n/100 Na, S203 n/100 Nas S20, p 
2,168 0,989 0,842 23,98 


6. Mikroacetylbestimmung nach Pregl und Soltys}. 





Substanz ecm CH,.CO 
mg n/100 NaOH %p 
11,856 2,10 7,70 
19,037 3,49 7,97 


Immunisierungsversuche. 


Herr Prof. Schiemann fand in Schutzversuchen mit steigenden 
Verdiinnungen, daB 0,0001 mg Kohlenhydrat (Fraktion A,, und A,,) 
Mause gegen die 1000fach tédliche Dosis von virulenten Pneumococcen 


! Mikrochem. 7, 1, 1929. 
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Typ | schiitzen, 0,000001 mg dagegen nicht mehr. Eine ausfiihrlich« 
Mitteilung iiber diese Versuche erscheint in der Zeitschr. f. Hygien 
und Infektionskrankheiten. 


Uber den Acetylgehalt des Pneumococeen-Kohlenhydrats, 


Avery und Goebel! fanden, daB das Kohlenhydrat von Pneumo- 
coccen TypI eine acetylierte Substanz darstellt. Eine mehrfache 
Essigsiurebehandlung des Kohlenhydrats bei ihrer Darstellung laBt 
jedoch nicht von vornherein mit Sicherheit darauf schlieBen, daB der 
Acetylgehalt der isolierten Substanzen ausschlieBlich aus dem urspriing- 
lichen Bakterienmaterial stammt. Auch aus diesem Grunde war es 
interessant, eine Methode unter vollstandigem AusschluB von Essig- 
siure bei der Darstellung des Kohlenhydrats anzuwenden. 


Die Methode von Avery und Goebel war kurz folgende: 


1. Kohlenhydrat aus gewaschenen Pneumococcen. 


Eine Suspension teilweise autolysierter Coccen wurde mit 15 ecm 
n Essigsiure versetzt und 30 Minuten im Sterilisationsapparat erhitzt. 
Der wisserige Auszug des Zellmaterials wurde im Vakuum eingeengt und 
mit Alkohol ausgefallt. Der Niederschlag wurde in Wasser gelést, nach dem 
Zentrifugieren die iiberstehende Fliissigkeit mit n Essigsiure versetzt, das 
Kohlenhydrat mit Alkohol gefallt, der Niederschlag in Wasser gelést, mit 
2cem 5n HCl behandelt und dialysiert. Das Dialysat wurde dann zur 
Gewinnung des Kohlenhydrats mit dem zehnfachen Volumen angeséuerten 
Acetons versetzt. 


2. Kohlenhydrat aus autolysierten Bouillonkulturen. 


50 Liter 5 Tage lang geziichtete Bouillonkulturen wurden im Dampftopf 
auf 1/,, des Volumens eingeengt und mit Na,CO, neutralisiert. Nach Zu- 
fiigen von 6 Liter Alkohol wurde das entstandene Sediment in 800 cem 
Wasser gelést, zentrifugiert, die iiberstehende Lésung mit 5 cem n Essig - 
siure und 50 g Natriumacetat versetzt und mit Alkohol gefallt. Der Nieder- 
sechlag wurde in 250cem Wasser gelést und zur Entfernung von Eiwei} 
mit 25 g¢ fester Trichloressigsiure versetzt. Um das dem gefiallten Eiweif 
noch anhaftende Kohlenhydrat zu gewinnen, wurde der Eiweifniederschlag 
noch mehrmals durch 2n NaOH gelést und erneut mit Trichloressigsaiure 
gefallt. Die wasserigen, Kohlenhydrat enthaltenden Ausziige wurden ver- 
einigt und betrugen insgesamt 500cem. Aus dieser Lésung wurde nach 
Zufiigen von Natriumacetat das Kohlenhydrat mit Alkohol gefallt und dann 
weiter gereinigt durch Auflésen in Wasser, Anséiuern (Kongorot) und Aus- 
fallen mit angesiuertem Aceton. 

Avery und Goebel erhielten bei der Analyse des von ihnen nach 2. dar- 
gestellten Kohlenhydrats aus 0,8 g Substanz 0,080 g Silberacetat. 0,0483 g 
Silberacetat gaben 0,0677 g Silberjodid. Aus diesen Werten berechnen wir 
einen Gehalt von 2,579% CH,CO bzw. 3,589 CH,COOH. Analytische 


1 J. Exp. Med. 58, 731, 1933. 
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Daten fiir die Berechnung des Acetylgehalts von Kohlenhydrat aus ge- 
waschenen Bakterien werden nicht angegeben. 

Der héhere Acetylgehalt (7,7 und 7,97 ©.) und die anderen bemerkens- 
werten Unterschiede beim Vergleich der analytischen Ergebnisse unseres 
Praparats mit dem von Avery und Goebel zeigen, daB diese beiden 
Praparate offenbar nicht identisch sind. Wie die Unterschiede zu er- 
klaren sind, muB dahingestellt bleiben. Sie beruhen médglicherweise 
zum Teil auf der verschiedenen Darstellungsart. Bei den Methoden 
von Avery und Goebel ist aber auch nicht auszuschlieBen, daB be- 
reits eine teilweise Aufspaltung des urspriinglichen Komplexes statt- 
gefunden hat. 


Kohlenhydrate wurden auch aus Proteus-X-Stémmen und ge- 
wohnlichen Proteuskulturen gewonnen. Uber die Ergebnisse der mit 
diesen Substanzen angestellten serologischen Versuche wird an anderer 
Stelle berichtet werden. 





j 
| 
| 
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Vergleich zwischen den GréGen des osmotischen Druckes 
und der Geschwindigkeit fermentativer Reaktionen. 


Von 
S. Mardaschew und M. Mogilewsky. 


(Aus der Abteilung fiir vergleichende Biochemie des Instituts fiir experimen- 
telle Medizin in Leningrad.) 


(Eingegangen am 5. Juni 1934.) 


Bei Untersuchung fermentativer Reaktionen mufB immer der 
EinfluB des Milieus beachtet werden; darunter verstehen wir das 
Lésungsmittel und alle Stoffe, die in der Lésung vorhanden sind, aber 
an der Reaktion nicht teilnehmen. Unter natiirlichen physiologischen 
Bedingungen sind immer Salze anwesend, die scheinbar keinen Anteil 
an den Reaktionen nehmen. Uber den Einflu8 von Salzen auf fermen- 
tative Prozesse gibt es eine groBe Literatur, die nach unserer Meinung 
jedoch einseitig orientiert ist. Die Aufmerksamkeit der Forscher kon- 
zentrierte sich beziiglich dieses Punktes auf die Frage, ob der betreffende 
fermentative ProzeB von dem gegebenen Salz aktiviert oder gehemmt 
wird. Wenn es die Reaktion begiinstigte, so wurde es zur Reihe 
der Aktivatoren gezahlt, wenn es sie hemmte, zu der Reihe der 
Paralysatoren. 

Es schien uns, daB man den EinfluB der Salze auf fermen- 
tative Prozesse von einem allgemeinen Standpunkte betrachten kann, 
wenn man von dem _ spezifischen EinfluB bestimmter Salze auf 
besondere fermentative Prozesse absieht. Als allgemeines Kriterium, 
das von uns fiir die Orientierung in diesen Fragen gewahlt wurde, 
wahlten wir die GréBe des osmotischen Druckes, die wir mit der Ge- 
schwindigkeit der fermentativen Reaktion verglichen. Diese GréBe 
wirde als diejenige reale GroéBe erscheinen, die einen bestimmten 
osmotischen Druck in der lebenden Zelle bedingt. 


Wir priiften den EinfluB der Veranderung des osmotischen Druckes, 
der durch die Veranderung der Konzentration der Salze und Nicht- 
elektrolyte bedingt wird, auf die Geschwindigkeit der fermentativen 
Prozesse. 

Methodik. 

Fiir unsere Arbeit wahlten wir folgende zwei Fermentsysteme: 1. Arginin 

+ Arginase, 2. Saccharose + Saccharase. 


Da uns die Geschwindigkeit der Reaktionen in Lésungen inter- 
essierte, die sich durch verschiedene GréBen des osmotischen Druckes von- 
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einander unterschieden, so brauchten wir in allen Fallen fiir den Versuch 
gleiche Mengen des Substrats und Ferments und verschiedene Elektrolyt- 
konzentrationen. Zu diesem Zwecke benutzten wir folgende Elektrolyte: 
1. KCl, 2. KNO,, 3. NaCl und 4. NaNO,. Von der GréBe des osmotischen 
Druckes gibt die Gefrierpunktsdepression der Lésungen eine Vorstellung. 
Um eine Hauptbedingung des Experiments zu sichern, namlich das gleiche 
px in allen Lésungen, wurden die Elektrolyte in Pufferlésungen angewandt. 
Wir benutzten folgende Puffersysteme: 1. Glykokollpuffer, 2. Puffer von 
Me Ilven, 3. Phosphatpuffer. 


In einer Reihe von Versuchen verzichteten wir auf fremde Elektrolyte 
bei Erhaltung des verschiedenen osmotischen Druckes der Lésungen. 
Zu diesem Zwecke diente die verschieden verdiinnte Grundlésung selbst 
als Puffer. 


Die Versuche wurden folgendermaBen vorgenommen: Die Kolben mit 
den Lésungen wurden nach Zufiigung des Ferments (ohne Substrat) fiir 
30 bis 50 Minuten in den Thermostaten gestellt, damit die Fliissigkeiten in 
allen Kolben gleiche Temperatur annehmen. Das Substrat wurde dann 
zugefiigt und die Kolben wieder in den Thermostaten bei 37° gestellt. Die 
Reaktionszeit betrug 30 Minuten bis 3 Stunden und mehr, je nach der 
Aktivitat des Ferments. Letzteres wandten wir immer stark verdiinnt an, 
um Koagulation in den Lésungen mit gréBerer Salzkonzentration zu ver- 
meiden. 

Die Geschwindigkeit der Argininspaltung durch Arginase wurden 
durch Wagen des nach Fosse erhaltenen Dixanthylharnstoffs bzw. durch 
Bestimmung des Zuckergehalts nach Bertrand festgestellt. 


Tabelle I. 





System Saccharose + Saccharase, 
. Reak- Reaktions- 
Ver- lek- Konzen- : : tions- | Zucker geschwin- 
such trolyt tration Puffer Pu Depression zeit digkeit 
Nr. Min. mg OF} 
38 KNO, m/10 Glykokoll 3,6 nicht bestimmt 30 20,5 109 
3 KNO, = m/2 a 3,6 a " 30 17,8 87 
3 | KNO,; 2m ‘ 3,8 eA z 30 13,3 65 
4 k Cl m/15 | Me Ilven 6,9 . Pi 40 15,9 100 
4 KCl m/1 - 6.9 a ‘ 40 13,0 82 
+ KCl 2m 2 6.9 = ‘ 40 10,7 67,3 
5 | KNO,; m/5 ‘ 7.0 0,75 40 19,2 100 
5 KNO, m1 e 7,0 2,75 40 11,0 57,3 
5 | KNO,| 2m a 7,2 nicht bestimmt 40 7,0 36,4 
6 KCl m/5 “ 4,2 0,78 45 25,0 100 
6 KCl m/1 a 7:2 3,46 45 20,5 82 
6 KCl 2m a 7.2 nicht bestimmt 45 16,5 66 
6 KCl m/5 4 7,2 0,78 70 35,0 100 
6 KCl m/1 . 7,2 3,46 70 28,5 81,4 
6 KCl 2m 7.2 nicht bestimmt 70 24,3 70 
9 Pf*  Pf15+ Phosphat 6,81 — 30 28.6 100 
9 Pf Pf/4 n 6,81 -— 30 23,8 83 
9 Pf Pf/1 © 6,81 — 30 20,6 72 
* Pf bezeichnet Puffer. + Pf/15 besagt, daB der gewéhnliche Puffer 15mal verdinnt 
wurde usw. 


Biochemische Zeitschrift Band 273. 98 
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Tabelle IT. 


System Arginin + Arginase. 








Ver-| er Reak- Reaktions- 
lek- Konzen- " — tions- Zucker geschwin- 
such trolyt tration Puffer Pu Depression zeit digkeit 
Nr. Min. mg 0/5 
7 ,KNO,! m/5 | MeIlven | 7,0 0,75 80 4,75 109 
7 KNOs m/1 - 7,0 2,75 80 8,25 68,5 
7 | KNO,| 2m a 7,0 | nicht bestimmt 80 4,15 87,4 
8  KNO m/5 7,2 0,75 = — = 
fain 7 ee sai 70 9,75 100 
8 |KNO,| m/l 7,2 2,75 a a ae 
iol es ee ins 70 7,9 81 
8 KNO,| 2m 7,2 | nicht bestimmt - se ms 
pee =" ei ; ‘ 70 8.4 86,1 
11 Pf Pf/10 | Phosphat | 6,81 b A =e & 
: eer 120 34.6 100 
11 Pf pf2 6.81 | me 80 16,25 58,0 
. ” 2 120 24,1 70 
11 Pf Pf/1 6,81 _ = be — 
‘ 7 ee 120 9,55 27.5 


Die Betrachtung der beiden Tabellen lehrt, daB die Geschwindigkeit des 
fermentativen Prozesses mit Steigen des osmotischen Druckes merkbar fallt. 

Um die Versuchsanordnung etwas zu modifizieren, ohne den osmotischen 
Druck der Lésungen zu andern, verglichen wir die Wirkung aquimolekularer 
Mengen verschiedener Elektrolyte auf die Reaktionsgeschwindigkeit. 

Fiir den Versuch wurden KCl, KNO,, NaCl und NaNO, benutzt. 
Die Ergebnisse sind aus der Tabelle III zu ersehen. 


Tabelle III. 





‘ Reak- Reaktions- 
Ver~  Elek- | Konzen- ; tions- Zucker geschwin- 
such trolyt tration Puffer PH Depression zeit digkeit 
Nr. Min. mg Vio 

12 KCl m/l | MeIlven 7,3 3,46 4) 29,8 100 

12 | KNO,, m/l - 7,3 2,75 40 23,2 80,7 
13 NaCl m/1 i 5,0 3,56 30 36.8 100 

13 KCl m/1 . 5,0 3,46 30 36,0 98 
14* KNO, m/l ‘ 5,0 8,53 30 13,4 100 

14 |NaNOs;| m/l a 5,0 3,96 30 12,0 90 


* Die Konzentration des Puffers war in diesem Versuche im Vergleich zur gewobn- 
lichen Vorschrift doppelt so stark. 


Die Resultate des Versuchs 14 stimmen mit den allgemein bekannten 


Tatsachen iiberein. 

Eine Ausnahme bildet Versuch 12, wo in der KCl-Lésung deren osmo- 
tischer Druck gré8er ist, die Reaktionsgeschwindigkeit auch gr6Rer war. 
Wie es scheint, kann es sich hier um eine spezifische [onenwirkung handeln. 
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In allen obengenannten Versuchen sind Elektrolyte benutzt, deshalb haben 
wir einen Versuch vorgenommen, in dem verschiedene osmotische Druecke 
durch verschieden konzentrierte Harnstofflésungen. hergestellt wurden. 


Versuch 15. 
Zu Glykokollpuffer vom py = 6,1 war 2 mol. und 0,1 mol. Harnstoff 
gelést. 
Zwei Kolben wurden mit 100 ecem 2 und 0,1 mol. Harnstoff beschickt, 
worauf Saccharose + Saccharase zugefiigt wurden. 
Nach 2 Stunden wurden Proben zu 10 cem entnommen. 





Konzentrationen Reaktions- 


des Harnstoffs PH Zucker geschwindigkeit 
mol. mg 0 
0,1 6.1 38,5 100,0 
2 6,1 22,5 58.0 


Nach 3 Stunden wurden Proben zu 10 cem entnommen. 





Konzentrationen oe, ; Reaktions- 
des Harnstoffs Piy Zucker geschwindigkeit 
mol. mg 0 
0,1 6,1 53.0 100.0 
2 6,1 34,0 64,0 


Durch Kontrollversuche ist festgestellt, da& unter den gegebenen 
Bedingungen die Anwesenheit von Harnstoff keinen Einflu® auf die Be- 
stimmung des Zuckers ausiibt. 


Die Besprechung der erhaltenen Ergebnisse. 

Es sei hervorgehoben, daB der Begriff des osmotischen Druckes 
hier insofern einen bedingten Charakter traigt, als ein osmotischer 
Druck im engeren Sinne des Wortes gar nicht vorhanden ist: er wiirde 
vorhanden sein, und hatte auch dieselbe quantitative Charakteristik, 
die wir ihm bei den Versuchen beilegen, wenn eine entsprechende halb- 
durchlassige Membran zugegen ware, die die L6sung vom reinen Lésungs- 
mittel abtrennen wiirde. So ist es in der lebenden Zelle. Wir vergleichen 
nur unter bestimmten Voraussetzungen die GréBen des osmotischen 
Druckes und die Geschwindigkeit der fermentativen Reaktionen: 
deshalb kann auch der absolute Sinn dieses Wortes in der speziellen 
Interpretation unserer Angaben angenommen werden. Bei unserer 
Fragestellung versuchen wir ganz bewuBt, von den elektrischen Kraften 
der gegenseitigen Kinwirkung der Lésung im engen Sinne dieses Wortes ab- 
zusehen. Es besteht die allgemeine Gesetzmabigkeit, dab mit dem Steigen 
des osmotischen Druckes die Geschwindigkeit der fermentativen Reaktion 
sinkt. Zwar ist keine strenge Proportionalitét zu erkennen, aber eine 
Abhangigkeit steht auBer Zweifel. Der Mechanismus des Einflusses 


28 
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ist noch schwer zu erklaren. Dieser EinfluB kann entweder auf das 
Substrat oder auf den Katalysator oder auf beide Komponenten zu- 
sammen gerichtet sein. Am ehesten kann man eine Veranderung der 
Katalysatoraktivitat voraussetzen. Wenn wir annehmen, da® das 
Ferment ein Kolloid ist, so wird eine Konzentrationserweiterung der 
Lésung im Kontakt mit der Oberflache der Doppelschicht von Kolloid- 
teilchen einen EinfluB auf die Dicke dieser Doppelschicht ausiiben. 
Mc Clendon fand in n/10 NaCl fiir die Dicke der Doppelschicht die 
GréBe 1,94 my, und in n/100 war sie 3,25 mu. Aber wenn man dieses 
mit der hemmenden Wirkung der Elektrolyte in Zusammenhang 
bringen wollte, so ist der Effekt in den Analysen mit Harnstoff kaum 
oder gar nicht erklarlich. Man kann sich auch vorstellen, daB Kolloid- 
teilchen vom Lésungsmittel durch eine halbdurchlassige Membran 
abgegrenzt werden und daB alle Veranderungen in der Konzentration 
der Lésung bestimmte Veranderungen der Katalysatoraktivitat hervor- 
rufen. In diesem Falle kann man von einem EinfluB der osmotischen 
Krafte im genauen Sinne des Wortes sprechen. In fundamentalen 
Untersuchungen kehrte Loeb haufig zum osmotischen Druck zuriick, 
um seine groBe Rolle zu unterstreichen. 

Wenn wir uns das Fermentteilchen als ein Kolloidaggregat vor- 
stellen, so wird der osmotische Druck innerhalb eines solchen Aggregats 
stark von der Konzentration der Salze im dispersen Milieu abhangig, 
was nicht ohne EinfluB auf die Aktivitat des Ferments bleiben kann. 
Ohne daB wir eine Wirkung der elektrischen Krafte auf die Geschwindig- 
keit der fermentativen Reaktion bei Zusatz von Elektrolyten leugnen, 
kénnen wir, allein darauf gestiitzt, nicht alles verstehen. Eine Be- 
statigung bringen die Versuche mit Harnstoff, der in dem obwaltenden 
Bereich als ein neutraler Stoff gelten kann. Endlich kann man voraus- 
setzen, daB die gelésten Salze und der Harnstoff wegen ihrer ziemlich 
groBen Konzentration, wenn sie solvatiert (hydratiert) werden, den 
freien Wassergehalt vermindern, und dadurch auf die Geschwindigkeit 
der fermentativen Reaktion wirken. Nur das Experiment kann ent- 
scheiden, welche Voraussetzung die richtige ist. 

Wir bezwecken nicht mehr, als allgemeine Gesetzmabigkeiten 
des Einflusses von Salzen und Nichtelektrolyten auf den Verlauf der 
fermentativen Prozesse darzulegen. In gewissem Sinne kann die 
parallele Messung der GréBen des osmotischen Druckes und der Ge- 
schwindigkeit der fermentativen Reaktion ein allgemeines Kriterium 


abgeben. 


Dem Vorstand der biochemischen Abteilung Prof. J. .M. Hefter sind 
wir fiir wertvolle Anweisungen zu Dank verpflichtet. 
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Die proteolytischen Fermente der Samen einiger Pflanzen. 
Von 
A. W. Blagowestschenski und R. M. Melamed. 


(Aus dem Biochemischen A. Bach-Institut des Volkskommissariats fiir 
Gesundheitswesen in Moskau.) 


(Eingegangen am 15. Juli 1934.) 


Die qualitative Spezifitat der proteolytischen Fermente — ihre 
Einstellung auf bestimmte Substrate — ist heute eine wohlbekannte 
Tatsache. Eine solche Spezifitat ist sowohl fiir die echten Proteinasen 
wie fiir die verschiedenen Typen von Polypeptidasen und die Dipepti- 
dasen festgestellt. Neben dieser qualitativen Spezifitét der einzelnen 
proteolytischen Fermente ist aber auch die Existenz einer anderen Art 
von Spezifitat vorstellbar, und zwar einer solchen Spezifitét, die das 
gesamte proteolytische System eines Organismus im ganzen betrifft. 
In diesem Falle waren nicht nur die qualitativen Besonderheiten der 
Einzelfermente von Bedeutung, sondern auch deren gegenseitiges 
quantitatives Verhaltnis. Dabei tritt noch eine weitere, bisher ziemlich 
wenig beachtete Nuance der Spezifitat hervor: die Einwirkung der 
einzelnen Proteinasen auf Eiweibkérper ist ausgesprochen von der 
Herkunft der letzteren abhangig. Fiir pflanzliche Proteasen vom Typus 
der Kathepsine ist diese Erscheinung zum ersten Male von E£. A. 
Fischer (1919) beobachtet worden; dieser Autor fand, daB die Fermente 
der vegetativen Teile der Erbsenpflanze Legumin aus Erbsensamen 
erheblich leichter hydrolysieren als das EiweiS der Samen anderer 
Pflanzen. 

Zur gleichen Zeit wie Fischer und unabhangig von ihm hatte der 
eine von uns (A. W. Blagowestschenski, 1920, 1923) gezeigt, daB bei der 
Einwirkung von Praparaten aus getrockneten Samen von Hanf, Riibe, 
Lupinen, Phaseolus, Hibiscus, Dolichos und Lathyras auf Globuline 
aus den Samen derselben Pflanzen, die EiweiBspaltung dann am ener- 
gischsten vor sich geht, wenn die Fermentpraparate auf das Globulin 
derselben Pflanzenart einwirken; alle anderen Eiweibstoffe werden viel 
langsamer oder gar nicht gespalten. Der Abbau der Globuline wurde 
durch Bestimmungen des EiweiBstickstoffs nach der Methode von 
Barnstein bei der Eigenaziditat des Proteins und der Fermentlésung 
verfolgt, es wurde also nur die Wirkung des Kathepsins, und zwar 
unter unzureichend ausgeglichenen Milieubedingungen untersucht. Es 
schien von Interesse, die Untersuchung weiter auszubauen, durch Be- 
stimmungen der Aktivitét von anderen Komponenten der proteoly- 
tischen Fermentmischung der Samen einerseits und durch Ausfiihrung 
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solcher Bestimmungen bei verschiedenen Aziditaétsbedingungen an- 
dererseits. 


Leider konnten aus technischen Griinden nicht alle Komponenten 
untersucht werden, die Arbeit blieb beschrankt auf Messungen der 
Aktivitat 1. des Kathepsins, durch Bestimmung der Einwirkung der 
Praparate auf Casein und Samenglobuline bei schwach saurer Reaktion, 
2. der katheptischen Polypeptidase, durch Priifung der Einwirkung 
derselben Praparate auf Lésungen von Pepton-Witte und 3. der Di- 
peptidase, durch Bestimmung ihrer Wirkung auf Glycylglycin. 


Die Fermentpraiparate wurden hergestellt aus den Samen von Phaseolus 
aureus, Phaseolus vulgaris, Vicia sativa, Soja hispida, Brassica rapa, Thlaspi 
arvense, Ricinus communis, Helianthus annuus durch Zerreiben des luft- 
trockenen Materials zu einem feinen Pulver, das als Stammpraparat diente 
und in einigen Versuchen durch Glycerinausziige ersetzt wurde. Neben den 
Praparaten aus ruhenden Samen wurden (bei Vicia und Phaseolus aureus) 
Priparate aus den Keimlingen dieser Pflanzen untersucht. Zu diesem 
Zwecke wurden die Samen bei 23 bis 25° in Kristallisierschalen auf mit 
dest. Wasser befeuchtetem Filterpapier gekeimt, unterhalb 50° getrocknet 
und zu einem Pulver verrieben. 


Die Natur der proteolytischen Fermente in den Samen und Keim- 
lingen von Phaseolus aureus wurde in folgenden Versuchen durch ihre 
Einwirkung auf Casein und Pepton-Witte ermittelt. 


Das Mehl aus Samen oder Keimlingen wurde zu je 0,25 g genau in 
Erlenmeyer-Kélbchen eingewogen und je 20cem 6%ige Pepton-Witte- 
Lésung oder 2% ige Caseinlésung zugesetzt. Die Substratl6sungen waren 
mittels n/10 HCl oder n/10 NaOH potentiometrisch auf den gewiinschten 
pu-Wert eingestellt. Nach Zusatz dieser Lésungen wurden je 10 cem m/3 
Acetatpuffer vom entsprechenden px und Toluol hinzugefiigt. Fiir jeden 
pu-Wert wurden vier solche Ansatze hergestellt. Der Inhalt von zwei 
Kélbchen wurde sogleich mit 0,2 n alkoholischer NaOH nach Willstdtter und 
Waldschmidt-Leitz titriert, die iibrigen zwei wurden nach 48 Stunden (30°) 
titriert. Die in den’ Tabellen angefiihrten Resultate sind in mg Amino- 
stickstoff berechnet unter der Voraussetzung, daB die Zunahme des Amino-N 
der titrimetrisch festgestellten Zunahme an freien Carboxylgruppen aqui- 
valent ist. 


Die starkste Caseinspaltung erfolgt, wie aus den Tabellen zu sehen 
ist, bei pu 5,4, also nahe beim isoelektrischen Punkt des Caseins (iso- 


Tabelle I. 


Proteasenwirkung der Samen von Phaseolus aureus (Casein- 
spaltung). 





Pu: 45 | 47 | 48 | 560 | 54 | 58 | 66 | 73 | 76 | 80 


Amino { a) mg 0,26| 1,97 3,70 4.27 4,80 4,37/| 4,08| 2.45, 1,82 0,0 
peperes: |b) % 54) 41 77 89 100) 91; 85] 51 | 38/ 0 
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Tabelle II. 


Proteinaseaktivitaét von Phaseolus aureus (Peptonspaltung). 





Pa: 4.7 4,8 5.0 5,2 5,8 5.9 6,0 6.6 7.4 7.6 8.2 

Samen, { mg — | 19; 26) - — | — | 52: 3,8; 29) 13) 0 

NH,-Stickstoff | °, — | 37 50:;— — .— 100 23 56 25) O 

Keimlinge 1 Tag, { mg 16 — — 382 70 — — 38 — 2.2 13 

NH,-Stickstoff | °, 23; — | — | 1 100} —- | — | 4) — | Shi 19 
Keimlinge 3 Tage, { mg 5.3; 55: 6,6: 9,33! — |100}' — | 83) 78 
NH,-Stickstoff | % 58! 55) 65' 9383' — |100; — 83 78 


elektrischer Punkt pu 4,7: Pauli und Valko). Demnach erfolgt die 
Spaltung dieses EiweiBstoffes im vorliegenden Falle unter dem EinfluB 
von Kathepsin. Was die Peptonspaltung anbelangt, so ist hier das 
Wirkungsoptimum etwas nach der alkalischen Seite verschoben; es 
liegt aber im allgemeinen nahe dem Optimum, das fiir die katheptische 
Polypeptidase bekannt ist. Es sei nebenher bemerkt, daB die fort- 
schreitende Keimung der Samen von Phaseolus aureus mit einer ziemlich 
bedeutenden Zunahme der Polypeptidaseaktivitat einhergeht. 

Die katheptische Polypeptidase von Phaseolus aureus geht in 
wiasserige Lésung tiber. Dies ergibt sich aus folgendem Versuch (Ta- 
belle III), in dem bei einer Versuchstemperatur von 20° pro 25 cem 
Peptonlésung je 10 ccm filtrierten Extraktes aus 2 Tage gekeimten 
Samen verwendet wurden. 


Tabelle III. 


Peptonspaltung mit Wasserausziigen. 





Aminostickstoff in mg Aminostickstoff in mg 


Pu ~ Anfang Nach7 Std. | Zn wachs | PH ~ Anfang Nach 7Std. Zuwachs 
4,2 22,1 22, + 0,2 7,0 14,7 15,7 + 1,0 

; 18,2 18,6 + 0,4 7,7 14,0 14,6 + 0,6 
6,1 16,1 17,8 +41,7 


Die Gegenwart von Kathepsin und katheptischer Polypeptidase 
wurde auch fiir zweitagige Keimlinge von Vicia sativa erwiesen, wobei 
die optimale Wirkung beider Fermente in einem noch schmaleren Bereich 
zutage trat, und zwar fiir Kathepsin bei px 4,8, fiir Polypeptidase bei 
pu 5,1 bis 5,3. 

In diesem Falle wurde das Fermentpraparat hergestellt durch Ver- 
reiben von 120 g zweitagiger Keimlinge mit Chloroform und Toluol, Zusatz 
von 90cem 0,3%iger Ammoniaklésung und dreitagiger Autolyse. Die 
Lésung wurde filtriert und mit dem Waschwasser auf 400 ccm gebracht. 
Der Abbau von Casein und Pepton wurde derart untersucht, daB 20 cem 
der entsprechenden Lésung mit 20 ccm Citrat-Ammoniak-Phosphatpuffer 
nach Willstdtter und Grassmann (1926) und 1ecem Toluol versetzt wurden, 
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Titration nach Willstdtter und Waldschmidt-Leitz; Versuchsdauer 7 Tage. Zur 
Kontrolle wurden bei jedem pxH-Wert Proben angestellt, die an Stelle der 
Fermentlésung die gleiche Menge Wasser enthielten. Die Resultate der 
Titration dieser Kontrollproben wurden von den Resultaten der Haupt- 
proben abgezogen. Tabelle [V enthalt die Befunde, berechnet inmg Amino-N. 


Tabelle IV. 
Casein- und Peptonspaltung durch zweitagige Keimlinge von 
Wicke. 


a) Peptonspaltung. 





PH: 44, 49 5,3 7,1 
N-NH,-Zuwachs . . . . mg 15 | 1,65 | 1,95 0,9 
s rere tase wee 77 84 100 46 


0 


b) Peptonspaltung. 





Pu: 3,9 4,3 5,0 5,1 5,2 5,5 516 5,8 


N-NH,-Zuwachs, mg 0,24 0,60 0,72 0,96 0,96 0,60 0,24 0,24 
y 25 63 75 100 100 63 25 25 


” ° 


Caseinspaltung. 





Pu: 4,2 4,8 6,0 6.8 8,2 
N-NH,-Zuwachs. . . mg 0.47 1,41 1,06 0.7 0,0 
5 33 100 75 50 0 


- —_ o oO 


Die folgende Versuchsserie betraf die Untersuchung der Einwirkung 
von Glycerinextrakten aus entfetteten Soja-, Sonnenblumen- und 
Viciasamen auf Lésungen von Casein und Pepton. 

Zur Herstellung des Glycerinextraktes wurden 10g des entfetteten 
Mehles mit 40 cem 50° igen Glycerins 48 Stunden stehengelassen, dann 
die’ Fliissigkeit durch Leinwand abgepreB8t und unter Toluol aufbewahrt. 
In einem Vorversuch wurde statt dieses Extraktes direkt entfettetes Samen- 
mehl von Vicia und Soja verwendet und dessen Einwirkung auf Lésungen 
von Casein und Pepton untersucht. 25 ecm 4° ,iger Casein- oder Pepton- 
losung wurden mit 0,5 g¢ Mehl und 2eccem Toluol 48 Stunden bei 20° der 
Hydrolyse iiberlassen. Die Resultate (Tabelle V) sind in cem 0,04 n NaOH 
ausgedriickt. 

Tabelle V. 


Casein- und Peptonspaltung durch Wicke- und Sojaproteinase. 





0,04n NaOH eem 





am Ende Jac 
sis Anfang Bo Zuwachs 
Casein und Wickeferment . 6,0 8.8 10,8 + 2,0 
e »  Sojaferment 6.0 8, 9,9 1,2 
Pepton , Wickeferment . 5,5 11,2 13,2 + 2.0 
- .  Sojaferment 5,5 10,3 11,1 +08 
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Es ergibt sich demnach ein gewisser Unterschied zwischen der 
Wirkung der Fermentpraparate aus Vicia und Soja auf Casein und auf 
Pepton: wahrend das Verhaltnis der katheptischen Wirkungen dev 
Samen von Vicia und Soja gleich 1,67 ist, betragt das Verhialtnis 
deren Polypeptidasewirkungen 2,5. Die Wiederholung des Versuchs 
mit Glycerinextrakten ergab ein noch deutlicheres Bild. Hierzu wurden 
je 30 ccm Casein- und Peptonlésungen genommen, auf py 5,0 gebracht 
und je 5 cem Glycerinextrakt zugesetzt. Zur Titration mit alkoholischer 
Lauge wurden je 3ccm verwendet (alle Bestimmungen doppelt). Die 
Resultate sind in Tabelle VI in ccm 0,04 n NaOH angegeben. 


Tabelle VI. 
Casein- und Peptonspaltung durch Wicke- und Sojaproteinase 
bei pr 5,0. 


Titrationsangabe in cem 0,04n NaOH. 





ae Nach : - Nach Gesamt- 

Anfang 24 Std. Zuwachs 144 Std. zuwachs 

Casein und Wickeferment 2.63 3.23 + 0,60 5.05 + 2.43 
_ Sojaferment . - 2.64 3,15 + 0.51 4,93 + 2,29 
Pepton . Wickeferment 0D 6,95 + 0,60 8.90 + 2.55 
g . Sojaferment . 6,35 6,82 + 0,47 7,95 + 1,60 


Die geringe Wirkung von Sojapraparaten auf Pepton im Ver- 
gleich zu den Praparaten aus Vicia wird nicht nur bei py 5,0 beob- 
achtet, sondern auch bei anderen Wasserstoffionenkonzentrationen. 

Dies ergibt sich aus einem speziellen Versuch, in dem die Pepton- 
lé6sung durch Zusatz wechselnder Mengen von 0,2 n HCl oder 0,1 n NaOH 
auf verschiedene [H*] eingestellt wurde. Die Lésungen von verschiedenem 
pu wurden dann in zwei gleiche Portionen geteilt und zu der einen Vicia- 
extrakt, zu der anderen Sojaextrakt zugesetzt (je 2 cem pro 20 cem Pepton- 
l6sung), Versuchsdauer bei 20° 96 Stunden. Zur Bestimmung der Hydrolyse 
wurden je 3 ccm verwendet (Doppelbestimmungen). 


Tabelle VII. 
Peptonspaltung durch Wicke- und Sojafermentpraparate. 


Titrationsangabe in ccm 0,064n NaOH. 











Wicke Soja 
PH ms ie actceaien _ ets EO nn Be 
Anfang Ende rey Anfang Ende ~ Y 
4,5 6,48 ‘tae 0,75 6,45 7.18 0,73 1,03 
5,1 5,75 7,10 1,35 5,73 6,68 0,93 1,42 
6,5 4,95 6,88 1,93 5,10 6,43 1,33 1,45 
12 4.50 6,23 1,73 4,6: 5,73 1,10 1.57 
7,6 4.25 5.65 1,40 4,18 5,20 1,02 1,37 
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Wie aus den Werten der Tabelle VII zu ersehen ist, andert sich 
das Verhaltnis zwischen den Polypeptidaseaktivitaten von Vicia (F ;,) 
und Soja (Fg) mit wechselndem py, indem es in der Nahe des Neutral- 
punktes ein Maximum erreicht und sowohl nach der sauren wie nach 
der basischen Seite abnimmt. 

Andererseits ergab die katheptische Wirkung auf Casein bei ver- 
schiedenem py im 24-Stunden-Versuch fiir Vicia und Soja tiberein- 
stimmende Werte und nur bei langer dauernder Einwirkung des Ferments 
weichen die Resultate voneinander ab. Dabei werden aber die regel- 
maBigen Beziehungen vermiBt, die bei der Einwirkung auf Pepton so 
deutlich zutage treten. Wahrscheinlich beruhen diese Abweichungen 
darauf, daB bei lang dauernder Einwirkung auf Casein zu der kathepti- 
schen Caseinspaltung die Polypeptidasewirkung hinzutritt, die auf die 
entstehenden Spaltungsprodukte des Caseins gerichtet ist. Zugunsten 
dieser Auffassung spricht auch die starke Spaltung bei py 7,6 bis 7,8. 

Die Versuchsanordnung folgte nachstehendem Schema: 30cem auf 
ein bestimmtes py eingestellter Caseinlésung, 2cem Glycerinextrakt, 
2eem Toluol. Zur Titration je 3cem. Resultate in cem 0,04n NaOH. 
In Tabelle VIII la8t nur der Gesamtverlauf einen Vergleich zu, da die 
pu-Werte fiir die Versuchsreihen mit Vicia und Soja nicht iibereinstimmen. 


Tabelle VIII. 
Caseinspaltung durch Wicke- und Sojafermente. 


(Titrationsangabe in cem 0,04 n NaOH.) 





umnane 4 Pu Antong os Std. pewette PB Sid. jos oe 
Wicke 2.8 6,38 6,45 + 0,07 6,10 — 0,28 
. 4,6 4,70 5,09 + 0,30 4,95 + 0,25 

: 6.4 3,25 3,53 + 0,28 4,80 + 1,55 
; 7,0 2,90 3,20 + 0,30 4,50 + 1,60 

‘ 7,8 2,03 2,40 + 0,37 3,40 + 1,37 
Soja 3.0 6,43 6,50 + 0,07 6,00 — 0,43 

. 4,8 4,80 5,10 + 0,30 5,40 + 0,60 

‘ 6,3 3,23 3,43 + 0,20 4,60 + 1,37 

‘ 6,6 2,88 3,20 + 0,32 4,25 + 1,37 

mi 7,6 2,00 2,35 + 0,35 3,65 + 1,65 


Die Lésung, die das Sojapraparat bei py 7,6 enthielt, hatte sich 
gegen Ende des Versuchs vollsténdig geklart, und in den Lésungen 
bei px 7,0 und 6,4 war die Menge der Caseinflocken viel kleiner geworden 
als in den entsprechenden Lésungen mit dem Fermentpraparat aus 
Vicia. Beriicksichtigt man, daB die Anzahl der freigesetzten Carboxyle 
fiir Vicia und Soja fast die gleiche ist, so muB man glauben, daB die 
desaggregierende Wirkung gegeniiber EiweiB bei den Praparaten aus 
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Sojasamen viel starker ist als bei den Praparaten aus den Samen 
von Vicia. 


Bei stark saurer Reaktion (py 2,8 bis 3,0) findet bei beiden Fermenten 
eine starke Abnahme der freien Carboxylgruppen statt. Diese Abnahme 
ist allem Anschein nach keine zufallige, da wir sie in dem folgenden Versuch 
bestatigt fanden, in dem 40 cem 4° iger Caseinlésung mit 16c¢em 0,2 n 
HCl und 5 cem Glycerinextrakt aus Sojasamen versetzt wurden: in 11 Tagen 
nahm die zur Titration von 5 cem der Mischung erforderliche Anzahl cem 
0,.04n NaOH von 11,7 auf 10,7 ab. Ob diese Abnahme auf irgendeiner 
synthetischen Reaktion oder auf andersartigen Prozessen beruht, labt 
sich natiirlich auf Grund der vorliegenden Befunde nicht entscheiden und 
wir beschranken uns auf die bloBe Konstatierung dieser Tatsache, deren 
weitere Erforschung wir uns vorbehalten. 


Im folgenden Versuch wurden die Kathepsine und Polypeptidasen 
von Vicia, Phaseolus und Sonnenblume in bezug auf ihre Wirkung gegeniiber 
Casein und Pepton beim (Anfangs-)py 6,5 verglichen. Pro 40 cem Casein- 
bzw. Peptonlésung wurden je 5 ccm des entsprechenden Glycerinextraktes 
zugesetzt, Versuchsdauer bei 20° 24 bis 26 Stunden. Die Resultate (Ta- 
belle LX) sind in cem 0,04n NaOH angegeben. Gegen Ende des Versuchs 
konnte eine gewisse Verschiebung der py-Werte nach der sauren Seite 
verzeichnet werden. 


Tabelle LX. 


Casein- und Peptonspaltung durch Wicke-, Bohne- und Sonnen- 
blumenfermente. 


(In cem 0,04n NaOH.) 





Substrat Ferment oy Anfang oan Zuwachs Pons er 
Casein Wicke 6.3 4,60 5,20 + 0,60 1,65 
io Bohne 6.3 4,75 5,13 + 0,38 + 1,10 
a Sonnerblume 6,0 5,55 6,30 + 0,75 + 2,40 
Pepton Wicke 6,5 5,73 6,43 + 0,70 +1,77 
J Bohne 6.4 5,80 6,40 + 0,60 + {35 
‘ Sonnenblume 6,4 6,78 7,30 + 0,52 + 1,97 





In diesem Versuch tritt in noch pragnanterer Weise die verschiedene 
Zusammensetzung des proteolytischen Systems in den Samen der ver- 
schiedenen Pflanzen zutage; mit aller Bestimmtheit kann behauptet werden, 
daB der Gehalt (die Aktivitaét) der Polypeptidase und des Kathepsins in 
den Samen der drei untersuchten Pflanzenarten ein ganz verschiedener ist. 
Wahrend bei Vicia wie in den friiheren Versuchen die Casein-(Kathepsin-) 
und die Pepton-(Polypeptidase-).Komponenten der proteolytischen Mischung 
angenahert gleich wirksam sind, ist bei Phaseolus die Aktivitat des Kathep- 
sins bedeutend geringer als diejenige der Polypeptidase, und bei der Sonnen- 
blume liegen wiederum ganz andere Verhaltnisse vor, indem Casein viel 
energischer gespalten wird als Pepton. Setzt man die Aktivitaéten des 
Kathepsins und der Polypeptidase von Vicia gleich 1, so findet man folgende 
Zahlenwerte fiir die Aktivitaten dieser Fermente bei Phaseolus und Sonnen- 
blume. 
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Tabelle X. 





Kathepsin Polypeptidase 


MR I PIR? 1.00 1,00 
oe 0,67 0,76 
Helianthus ..... 1,45 1,41 


Ahnliche Verschiedenheiten in den Aktivitéten der Kathepsine und 
Polypeptidasen fanden wir auch beim Vergleich von Praparaten aus den 
Samen von Phaseolus, Soja, Raps, Thlaspi und Ricinus. Die Ferment- 
praparate wurden in diesem Versuch durch Extraktion von 15g Mehl 
mit je 100 cem 80°% igen Glycerins gewonnen. Je 2 cem dieser Ex- 
trakte wurden mit 25 cem Peptonlésung und je 5 cem mit 20 cem 
Caseinlésung versetzt. Die Mischungen blieben 2 Tage bei 20° stehen. 
Titration mit 0,04n NaOH. Resultate in cem NaOH. 


Tabelle XI. 


Casein- und Peptonspaltung durch verschiedene Pflanzen- 


fermente in cem 0,04n NaOH. (pu 6,0.) 





Nach Zuwachs Nach Gesamt- 


Substrat Ferment Anfang o4 Std 48 Std encnal 
<4 Std. Std. 4 rachs 


Caseiu Wicke 4,90 5 Sf + 0,45 Oy i + 0,85 
Phaseolus vulgaris 5,55 ‘ + 0,15 5 + 0,35 
Soja hispida 5,00 : + 0,30 : + 0,50 
Brassica rep: 5.69 : + 0,10 5,75 + 0,15 
Thlaspi arvense 5,30 5,4! +015 + 0,20 
Ricinus communis 5,30 6 + 0,35 + 0,70 
Phaseolus vulgaris 5,7 2. + 0,50 - = 
Souja hispida F Dy + 0,90 + 1,08 
Brassica rapa ; 6,35 + 0,85 + 0,85 
Thlaspi arvense Di 5,95 + 0,40 + 0,68 
Ricinus communis b, 6,20 + 0,70 5 + 0,95 


In diesem Versuch tritt sehr deutlich die Sonderlage der Cruciferen 
(Raps und Thlaspi) hervor; wahrend die Einwirkung auf Pepton fast 
die gleiche ist wie bei den Praiparaten aus den Samen anderer Pflanzen, 
zeigen die Priparate aus Raps- und aus Thlaspisamen eine sehr stark 
herabgesetzte Aktivitat gegeniiber Casein. Es trat der Verdacht auf, 
da8B die Ursache in diesem Falle nicht bloB in quantitativen Verhaltnissen 
gelegen sei, sondern auf qualitativen Besonderheiten beruhe, indem 
das Kathepsin der Cruciferen auf die spezifischen Proteine derselben 
eingestellt ist und infolge seiner hochgradigen Spezialisierung Casein 
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schwer abzubauen vermag. Zur Priifung dieser Annahme bereiteten 
wir Globuline aus den Samen von Soja und Raps durch Extraktion 
von entfettetem Samenmeh! mit 10°,iger Kochsalzlésung, Fallung 
der Proteine im isoelektrischen Punkt durch Ansaéuern mit Essigsaure 
und Reinigung durch Umldésen bei alkalischer Reaktion und wiederholte 
Falung unter Ansauern. Auf Lésungen dieser Proteine lieben wir die 
Glycerinextrakte einwirken und erhielten bei 5 Tage langer Hydrolyse 
folgende Ergebnisse (Tabelle XII). 


Tabelle XII. 


Wirkung der Kathepsine von Soja und Raps auf die Proteine der 


gleichen Pflanzen in ccm 0,04n NaOH pro 38cem Lésung. 





. Protein aus 
Ferment aus 


Soja Raps 


MOM 2% O15 0.05 
Raps. . 0,0 0.20 


Die Spezifitat des Kathepsins aus Raps ist hier sehr deutlich 
ausgepragt und es erscheint unzweifelhaft, daB in den voran- 
gehenden Versuchen nicht nur quantitative, sondern auch qualitative 
Verschiedenheiten der Kathepsine und Polypeptidasen eine Rolle ge- 
spielt hatten. 


Die Samen der letzten Pflanzengruppe wurden auch auf ihren 
Gehalt an Dipeptidase gepriift, gemessen an der Spaltung von Glycyl- 
glycin. 


Die Bestimmung der freigelegten Aminogruppen erfolgte nach dem 
Verfahren von van Slyke. Die Dipeptidasepriparate wurden hergestellt 
durch Extraktion des Samenmehles mit 50° ,igem Glycerin in einem Ver- 
haltnis von 1:4. Die Extraktion dauerte 2 Tage bei Zimmertemperatur, 
dann wurden die Extrakte filtriert und zentrifugiert. Zum Studium der 
Fermentwirkung wurden fiir jedes Praparat drei Serien von Proben an- 
gestellt, die enthielten: A. 2cem 1% iger Lésung von Glycylglycin, 2 cem 
m/10 Citrat-Phosphatpuffer (px 7,4 bis 7,5), lcem Glycerinextrakt und 
0,.2cem Toluol; B. 2cem Glyeylglycinlésung, 2 cem Pufferlésung, 1 cem 
Wasser und 1,2 cem Toluol; C. 2 cem Wasser, 2 cem Pufferlésung, 1 cem 
Fermentextrakt und 0,2 cera Toluol. Zwei Proben jeder Serie wurden 
sofort analysiert, zwei weitere Proben wurden 48 Stunden bei 37 bis 38° 
stehengelassen. 


Es ergab sich, daB die Dipeptidasewirkung der Praparate aus den 
Samen von Raps und Thlaspi sehr schwach, diejenige der Praparate aus 
Sojasamen praktisch gleich Null, die von Phaseolus nahezu gleich der 


Wirkung von Vicia ist und endlich die Dipeptidasewirkung der Pra- 


parate aus Ricinus alle anderen bedeutend iibertrifft. In Tabelle XIII 
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Tabelle XIII. 


Glycylglycinspaltung in mg Stickstoff nach van Slyke. 





Ptlanze PH t B , A—(B+C) Repative 


0,71 0,20 0,03 + 0,48 
0.66 0,04 0,03 + 0,59 
0.08 0.03 0.03 + 0,02 
0 0.09 0,02 + O11 
0,02 0,06 — 0,04 + 0.12 
0,93 0,07 0,06 + 1,06 100 


Phaseolus vulgaris. 
Vicia sativa 

Soja hispida 
Brassica rapa . 
Chlaspi arvense . 
Ricinus communis . 
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sind unter A. die Ergebnisse der Amino-N-Bestimmungen nach van Slyke 
in den Proben der Serie A. zusammengestellt, als Differenzen 
zwischen den End- und Anfangswerten, desgleichen fiir die Serien B 
und C. Das Endresultat zeigt die Kolumne A—(B+C), d. h. die 
Differenz zwischen den Zunahmen des Amino-N in der Hauptserie und 
den Kontrollen. 

Die Dipeptidasewirkung von Vicia und Ricinus wurde auch bei 
verschiedenem px verglichen, wobei viel schwachere Fermentlésungen 
aus Ricinus verwendet wurden als in dem vorangehenden Versuch. 
Die Resultate (Tabelle XIII und XIV) lassen den SchluB zu, daB die 
Dipeptidasen in beiden Fallen identisch, ihre Menge in den Samen 
beider Pflanzenarten jedoch sehr verschiedene sind. 


Tabelle XIV. 
Glyeyvlglycinspaltung dureh Wicke- und Ricinusdipeptidase. 


(In mg Aminostickstoff.) 





Wicke Ricinus Wicke Ricinus 





Pi mg N PH mg N Pu mg N Pu mg N 


4.3 0,32 4,2 0,15 6,5 Dy 0,27 
5,4 0,58 5,4 0,13 7,3 1,16 7,4 0,29 


Das iibereinstimmende Wirkungsoptimum im Bereich von py 7,3 
bis 7,4 steht in gutem Einklang mit den Erfahrungen tiber andere 
Dipeptidasen. 

Ein Vergleich der Befunde iiber den Gehalt an Dipeptidase mit 
denjenigen tiber den Gehalt an Kathepsin und katheptischer Poly- 
peptidase ergibt sich aus der Tabelle XV, wo die Aktivitat der ein- 
zelnen Fermente in Prozenten der maximalen Substratspaltung aus- 
gedrickt ist. 

Auf diese Weise kommen wir zu dem SchluB, daB die Fermente 
des proteolytischen Systems der Samen verschiedener Pflanzen, die 
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Proteolytische Fermente der Samen einiger Pflanzen. 


Tabelle XV. 
Relative Aktivitaten der proteolytischen Fermente in Samen 
von verschiedenen Pflanzen. 





Katheptische 
Kathepsin Palypartnians Dipeptidase 


Phaseolus vulgaris. . 33 56 

Vicia sativa .... 100 

Soja hispida .... 67 100 

Brassica rapa... . 22 94 

Thlaspi arvense. . . 33 44 

Ricinus communis. . 78 78 100 


den Abbau der Eiweibstoffe zu Aminosduren bewerkstelligen, durchaus 


nicht gleichartig sind, sondern voneinander sowohl] quantitativ wie in 
der Qualitat der einzelnen Komponenten untereinander abweichen. 
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Kine titrimetrische Mikromethode zur Bestimmung der 
Cholsiure in der Galle. 
Von 
K. Lang und B. Lueken. 
(Aus der Stadtischen Krankenanstalt Kiel.) 


(Eingegangen am 5. September 1934.) 


Zur quantitativen Bestimmung der Gallensdéuren im_biologischen 
Material sind schon eine ganze Reihe von Verfahren ausgearbeitet 
worden. Eine Zusammenstellung und kritische Wiirdigung dieser 
Verfahren ist von Jenke! gegeben worden. Als wirklich brauchbar 
haben sich nur zwei Methoden erwiesen: zur Bestimmung sehr kleiner 
Gallensiuremengen, wie sie etwa im Blute unter pathologischen Ver- 
haltnissen zu finden sind, die spektrophotometrische Auswertung der 
Pettenkoferschen Reaktion (Jenke und Steinberg?), zur Messung gréBerer 
Gallensiuremengen die polarimetrische Bestimmung (Jenke®, Rosen- 
thal4). Mit allen diesen Methoden erfaBt man nur die Summe der vor- 
handenen Gallenséuren. Im menschlichen wie im tierischen K6rper 
sind aber eine ganze Reihe verschiedener Gallenséuren aufgefunden 
worden. So in der menschlichen Galle: Cholséure, Desoxycholsaure, 
Anthropodesoxycholsiure und Lithocholsaure. Diese ,,freien* Gallen- 
siuren kommen meist nur in gepaarter Form, teils an Taurin., 
teils an Glykokoll gebunden im Organismus vor. Die Frage, ob in 
einem gegebenen Untersuchungsmaterial die Gallenséiuren frei oder 
gepaart vorliegen, laBt sich mit unseren heutigen analytischen Kennt- 
nissen durch Verkniipfung der direkten polarimetrischen Bestimmung 
mit indirekten Verfahren der Amino-N- und -S-Bestimmung ent- 
scheiden. Das Problem der gesonderten Bestimmung der einzelnen 
freien Gallensduren ist aber bis heute noch nicht gelést. Und doch 
fordert eine vollstandige Aufklirung des Gallensdurenstoffwechsels, 
daB jede der freien Gallenséuren fiir sich meBbar und damit im Stoff- 
wechselgeschehen verfolgbar ist. Aus diesem Grunde haben wir es 
unternommen, ein Verfahren auszuarbeiten, mit dessen Hilfe es méglich 
ist, die wichtigste, weil in gréBter Menge vorhandene Gallensaure, die 
Cholséure, fiir sich allein zu bestimmen. Und zwar gestattet unser 
Verfahren schon sehr kleine Cholsauremengen, von 0,25 mg an, quanti- 
tativ zu erfassen. 

Eine fiir die freie Cholsiure spezifische Reaktion ist schon lange 
bekannt: die Myliussche Jodreaktion. Sie wird weder von den anderen 


! Arch. f. exper. Pathol. 163, 175, 1931. — ? Ebenda 153, 244, 1930. — 
3 Ebenda 130, 280, 1928. — 4 Ebenda 157, 165, 1930. 
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freien Gallensduren gegeben, noch von mit Taurin oder Glykokoll ge- 
paarter Cholsdure. Diese Reaktion griindet sich darauf, daB die freie 
Cholsaure mit Jod eine schwer lésliche Additionsverbindung liefert. 
Wir haben zunachst diese Myliussche Reaktion einer naheren Unter- 
suchung unterworfen. 


Mylius stellte die Jodadditionsverbindung der Cholsaure derart 
dar, daB er zu einer alkoholischen Cholséurelésung alkoholische Jod- 
lésung setzte und dann solange mit Wasser verdiinnte, bis die ge- 
wiinschte Verbindung ausfiel. Solcherart ist aber die Reaktion nicht 
geeignet, kleine Cholsiuremengen nachzuweisen. Dies liegt daran, 


daB die Jodadditionsverbindung in organischen Lésungsmitteln 
unter Dissoziation in die Komponenten auBerordentlich leicht lés- 
lich ist. Geht man aber so vor, daB man wisserige Cholatlésungen 
mit wasseriger Jod-Jodkaliumlésung versetzt und dann ansauert, 
so lassen sich noch Bruchteile eines Milligramms Cholsaure in 5 bis 
10 cem Fhissigkeit durch Bildung des typischen Niederschlags nach- 
weisen. Die Bildung der Additionsverbindung erfolgt unter stéchio- 
metrischen Verhaltnissen: 1 Mol Cholsiure addiert 2 Atome Jod. Das 
Cholsduredijodid ist in Wasser sehr schwer, aber doch merklich léslich. 
Zum Auswaschen der Niederschlaige darf daher kein Wasser benutzt 
werden. Ganz unldslich ist die Verbindung aber in konzentrierten 
Salzlésungen, wie z. B. gesattigter MgCl,-Lésung. Infolge des hohen 
spezifischen Gewichts dieser Lésung sedimentieren aber die Nieder- 
schlige schlecht; wir haben daher zum Auswaschen eine halbgesattigte 
MgCl,-Lésung vorgezogen, in der einerseits die Verbindung noch 
praktisch unléslich ist, andererseits aber bei scharfem Zentrifugieren 
gutes Sedimentieren erreicht wird. 

Versuche. Kaufliche Cholsiure wurde fiinfmal aus Essigester um- 
kristallisiert und im Vakuum bei 105° getrocknet. Von dieser reinen Chol- 
saure wurde eine 100 mg-%ige Lésung unter Zugabe der berechneten Menge 
Alkali bereitet. In Zentrifugengliser wurden von dieser Cholséiurelésung 
verschiedene Mengen pipettiert, mit Wasser auf 5ccm aufgefiillt, 2 cem 
n/10 Jodlésung und 1cem n HCl zugefiigt. Dann wurden die Glaser in 
Eiswasser gestellt, bis sich der Niederschlag abzusetzen begann. Darauf 
wurde zentrifugiert, die obenstehende Fliissigkeit abgesaugt und der Nieder- 
schlag in tiblicher Weise auf der Zentrifuge zweimal mit halbgesattigter 
MgCl,-Lésung ausgewaschen. Der Niederschlag wurde dann mit wenigen 
Tropfen Eisessig in Lésung gebracht, Wasser und etwas Starkelésung 
zugesetzt und das Jod mit n/200 Thiosulfatlésung titriert. Einige Beispiele 
derartiger Versuche sind in der Tabelle I wiedergegeben. 

Aus der Tabelle I geht hervor, daB die Jodadditionsverbindung 
der Cholsaéure in der Tat die oben angegebene Zusammensetzung auf- 
weist und daB sich — zunachst in reinen Cholatl6sungen — die Chol- 
siure auch in sehr kleinen Mengen jodometrisch bestimmen laBt. 


Biochemische Zeitschrift Band 273. 99 








K. Lang u. B. Lueken: 


Tabelle I. 





soy Verbraucht ‘ . Verbraucht : F 
Vorgelegt seme einen Berechnet Vorgelegt te) apes Berechnet 
mg Cholsiure Thiosulfat mg Cholséure] mg Cholsiure Thiosulfat mg Cholsiure 
0,25 0,22 0,22 2,00 2,01 2,05 
0,59 0.46 0,47 3,00 3,12 3,18 
1,00 0,98 1,00 | 4,00 4,09 4,17 


* Berechnet unter der Voraussetzung, dai 1 Mol. Cholsiure 2 Atome Jod bindet. 


Versucht man in Gemischen von Cholséiure mit Desoxycholsaure 
oder mit Glykocholsiure die Cholsiure mit dem geschilderten Ver- 
fahren quantitativ zu bestimmen, so erhalt man stets zu hohe Werte, 
d.h. in dem Gemisch reiBen auch die anderen Gallensauren Jod mit, 
was sie fiir sich allein in reiner Lésung nicht tun. Erhéht man aber 
die Jodidkonzentration in dem Fallungsgemisch durch Zugabe von 
iiberschiissigem KJ, so reagiert nur noch die Cholsiure mit Jod und 
man erhalt bei der Titration die der vorgelegten Cholsiuremenge ent- 
sprechenden Werte. Die Jodidkonzentration darf aber andererseits 
nicht zu hoch sein, da das Cholsdéuredijodid in konzentrierteren K J- 
Lésungen léslich ist. Das Optimum der Jodidkonzentration wird 
erreicht, wenn man zu den in den oben geschilderten Versuchen be- 
schriebenen Ansaétzen noch 1 cem einer 7,5°,igen KJ-Lésung zufiigt. 
DaB unter diesen Bedingungen die Cholséure neben Desoxycholsdure 
bestimmbar ist, zeigt die Tabelle II. Die zu den Versuchen bendétigte 
reine Desoxycholsaure stellten wir dar, indem wir kaufliche Desoxychol- 
siure fiinfmal aus Eisessig umkristallisierten und bei 110° im Vakuum 
trockneten. 

Tabelle II. 





V legt Verbraucht Getiidas 

orgele iefunden 
Benes cem 1/200 

mg Cholsiure + mg Desoxycholséure Thiosulfat mg Cholsaéure 


0,00 2.00 0,08 0,08 
1,00 3,00 0,98 1,00 
2,00 2,00 2.09 2,13 
3,00 1,00 3.09 3,06 
4,00 2,50 4,06 4,14 


Die Isolierung der Cholsiure aus der Galle. 


Zur polarimetrischen Gallensdiurenbestimmung in der Galle ging 
Jenke! derart vor, daB er nach Ausfallung des Mucins durch Alkohol 
die Galle verseifte, aus der Verseifungsfliissigkeit das Unverseifbare mit 
Ather ausschiittelte und dann unter Ansaéuern mit Hilfe eines lang- 


1 Arch. f. exper. Pathol. 130, 280, 1928. 
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wierigen Ausschiittelungsverfahrens die Fettsauren und Gallensaiuren 
herausléste. Das Herauslésen der Gallensiuren ist bei diesem Vor- 
gehen deshalb so umstandlich, weil die polarimetrische Gallensaure- 
bestimmung gréBere Mengen Gallenséuren, in der GréBenordnung der 
Dezigramme, erfordert und in konzentrierteren Lésungen die Gallen- 
sauren bei unvorsichtigem Ansauern leicht verklumpen und sich dann 
der Isolierung entziehen. Mit dieser Schwierigkeit hatten wir nicht 
zu kampfen, denn da fiir unser jodometrisches Verfahren nur sehr kleine 
Cholsauremengen erforderlich sind, konnten wir die Verseifungsfliissig- 
keit stark verdiinnen und das komplizierte Ausschiitteln durch eine 
Atherextraktion im Soxhlet ersetzen. Dagegen erwiesen sich die groBen 
Fettsiuremengen als stérend. Eine Trennung der Cholséure von der 
Hauptmenge der Fettséuren ist aber leicht durchzufiihren. Wir gehen 
so vor, daB wir die Fettsaéuren als unlésliche Bariumseifen ausfillen, 
wahrend das leicht lésliche Bariumcholat in Lésung bleibt. Durch 
die Barytfallung wird auch ein groBer Teil der Desoxycholsiure mit 
entfernt. In der von den Fettsiuren befreiten Lésung fallen wir dann 
die Cholsdure mit Jod aus. Andere mit Jod Doppelverbindungen 
liefernde Substanzen sind in dem Atherextrakt nicht vorhanden. Zur 
Zerstérung der Gallenfarbstoffe belichten wir vor der Extraktion die 
verseiften Gallen. Das Cholsiuremolekiil erleidet durch die Belichtung 
keine Verinderung. Wir haben Gallen 1 Jahr lang belichtet und fanden 


bei den alle 2 Monate durchgefiihrten Kontrollanalysen immer die 
gleiche Cholséuremenge. 


Auf Grund der in den geschilderten Vorversuchen gemachten Er- 
fahrungen haben wir die folgende Methode zur Bestimmung der Chol- 
siure in der Galle ausgearbeitet. 


Die Bestimmung der Cholsiure in der Galle. 


Erforderliche Lésungen: 1. 15% ige KOH. 2. Alkalische Bariumchlorid- 
lésung: 1 Vol. 10° ,ige BaCl, wird mit 2 Vol. gesattigtem Ba(OH), ver- 
setzt. 3.n NH,. 4.n HCl. 5. n/10 Jodlésung. 6. 7,5°%iges KJ. 7. Halb- 
gesittigte MgCl,-Lésung. 8. n/200 Thiosulfat. 

Eine gemessene Gallenmenge wird mit dem dreifachen Volumen abs. 
Alkohols versetzt und 48 Stunden unter haufigem Schiitteln stehengelassen. 
Dann wird filtriert und eine gemessene Menge Filtrat auf dem Wasserbad 
zur Trockne verdampft. Den Trockenriickstand versetzt man mit 15 °oiger 
KOH — auf je 1 cem Galle 1 cem Lauge —, verdiinnt mit Wasser und ver- 
seift durch zwélfstiindiges Einhangen in ein kochendes Wasserbad. Nach dem 
Erkalten verdiinnt man derart mit Wasser, da8 lecem Galle in 20 cem 
Fliissigkeit enthalten ist. Diese Verseifungsfliissigkeit stellt man nun in 
gut verschlossener Flasche in helles Sonnenlicht und laBt solange stehen, 
bis die Gallenfarbstoffe zerstért sind, d. h. die Fliissigkeit farblos geworden 
ist. Dann gibt man 20 ccm davon (= 1 cem Galle) in einen Extraktions- 
apparat mit Glasfilterplatte, fiillt mit Wasser auf (die von uns verwendeten 
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Apparate faBten 70 bis 80 ccm) und extrahiert mit Ather. Eine lastige 
Emulsionsbildung kann man durch nur gelindes Sieden des Athers und damit 
geringer Zutropfgeschwindigkeit weitgehend vermeiden. Ist das Unverseif- 
bare extrahiert (in diesem Atherextrakt kann gegebenenfalls das Cholesterin 
bestimmt werden), wird die alkalische Lésung mit H,SO, bis zu deutlich 
kongosaurer Reaktion angeséuert und mit frischem Ather von neuem 
extrahiert. Zur praktisch vollsténdigen Extraktion der Gallensdéuren 
geniigen im Anfang 6 Stunden, wir kontrollierten sie durch Anstellen der 
Pettenkoferschen Probe. Der Ather wird nun verdampft, der Riickstand 
in Wasser unter Zugabe von n NH, bis zur alkalischen Reaktion gelést, mit 
1 cem alkalischer BaCl,-Lésung versetzt und in Eiswasser gekiihlt, bis sich 
der Niederschlag gut absetzt. Nun wird filtriert, der Filterriickstand gut 
mit Wasser ausgewaschen und das Filtrat plus Waschwasser auf ein be- 
stimmtes Volumen je nach der zu erwartenden Cholsiuremenge 10 bis 
30 cem aufgefiillt. 5 cem des Filtrats pipettiert man nun in ein Zentri- 
fugenglas, fiigt 1 eem 7,5 iges KJ und 2 cem n/10 Jodlésung zu und sauert 
mit leemn HClan. Die Zentrifugenglaser stellt man in Eiswasser bis der 
Niederschlag sich zu sedimentieren beginnt, zentrifugiert dann und saugt 
die oben stehende Fliissigkeit ab. Den Niederschlag wascht man nun auf 
der Zentrifuge in tiblicher Weise zweimal mit halbgesattigter MgCl,-Lésung 
unter gutem Durchmischen mit dem Glasstab aus. Dann lést man den 
Niederschlag in einigen Tropfen Eisessig, verdiinnt mit Wasser und titriert 
unter Zusatz von Starkelésung mit n/200 Thiosulfat. 1 cem verbrauchter 
n/200 Thiosulfatlésung entspricht 1,02 mg Cholséure. 


Mit Hilfe dieser Methode haben wir in 50 Blasengallen von normalen 
wie pathologischen Fallen den Cholsauregehalt bestimmt. Die von 


uns gefundenen Werte liegen zwischen 0 und 31 mg Cholsaure in 

+ . ° 
leem Galle. Uber den Zusammenhang zwischen anatomischem 
Leberbefund und Cholsiuregehalt der Galle werden wir an anderer 
Stelle berichten. 

Zur Kontrolle unseres Verfahrens haben wir Versuche, bei denen wir 
bekannte Cholsiuremengen zu Gallen zusetzten, durchgefiihrt. Das Er- 
gebnis dieser Versuche ist in der Tabelle III zusammengestellt. Wir haben 
die zugesetzte Choiséure stets quantitativ wiedergefunden. Eine besondere 
Beweiskraft schreiben wir den Zusatzversuchen zu Gallen zu, die wir als 
cholséurefrei gefunden hatten. Denn diese Versuche erweisen, da in der 
Tat bei dem beschriebenen Verfahren die Cholséure die einzige Substanz 
in der Galle ist, die mit Jod eine schwerlésliche Doppelverbindung liefert. 
In den meisten der von uns untersuchten Gallen haben wir die Cholséure- 
bestimmung vier- bis sechsmal wiederholt. Im allgemeinen war die Uberein- 
stimmung der gefundenen Werte befriedigend, die maximalen Differenzen 
betrugen 10 bis 15%. Wir méchten aber darauf hinweisen, da8 wir in 


Tabelle III. 





Chols&ure- : a Cholsaure- “ 4 
gehalt der Galle Zugesetzt Gefunden [pehalt der Galle Zugesetzt Gefunden 


mg in leem = mg Cholsiure | mgCholsiure] mg in leem | mg Cholséure mg Cholsiure 
0,00 1,00 0,96 10,60 2,00 12,48 


0,00 400 | 4,00 16,50 2:00 18.90 
1,40 100 | 247 
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einigen Gallen keine gute Ubereinstimmung der gefundenen Werte er- 
zielen konnten. 

Versuche mit Hilfe der Myliusschen Reaktion, die Cholsaiure auch 
in anderen Substraten bestimmen zu kénnen, sind im Gange. Aus dem 
normalen Blute, ferner aus der Leber ist es uns trotz gréBter Be- 
miihungen nicht gelungen, auf diese Weise Cholsiure zu_ isolieren. 
Die Cholsaurekonzentration mu daher in beiden Substraten als auBer- 
ordentlich gering bezeichnet werden. Die Angaben mancher Autoren, 
daB im normalen Blute Gallensiuren in der GréBenordnung von mg-°;, 
enthalten seien, miissen wir in Ubereinstimmung mit Jenke und Stein- 
berg als unzutreffend ablehnen. 


Zusammenfassung. 

Die Myliussche Jodreaktion der Cholsiure beruht darauf, dab 
1 Mol Cholsiure mit 2 Atomen Jod zu einer Additionsverbindung 
zusammentritt, die in organischen Lésungsmitteln in die Komponenten 
dissoziiert ist. Es wird eine auf dieser Jodreaktion beruhende Mikro- 
methode zur Bestimmung der Cholsaiure mitgeteilt, mit deren Hilfe 
es gelingt, spezifisch die Cholsiure in 1 cem Galle quantitativ zu er- 
fassen. : 




















Zur Spezifitat der Dipeptidase. 
Enzymatisches Verhalten von Asparaginsiure- und 
Gilutaminsaurepeptiden. 

Von 


Wolfgang GraBmann und Ferdinand Sehneider. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissen- 
schaften in Miinchen und dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforschung 
in Dresden.) 


(Eingegangen am 31. August 1934.) 


Die Spezifitat der Dipeptidase und der Aminopolypeptidase 
wurde von dem einen von uns vor einer Reihe von Jahren! durch ein- 
deutige Befunde an einem zwar verhaltnismaBig groBen, aber — ent- 
sprechend dem damaligen Stande der Peptidsynthese — noch zu wenig 
mannigfaltig zusammengesetzten Peptidmaterial abgegrenzt. In der 
Folgezeit haben wir unsere Untersuchungen ausgedehnt einerseits 
auf die Peptide des Prolins, deren enzymchemische Sonderstellung 
erwiesen wurde?, andererseits auf einige Peptide des Asparagins und 
der Asparaginsiure®, deren Verhalten gegeniiber den genannten Pepti- 
dasen den nach den friiheren Ergebnissen ausgesprochenen Er- 
wartungen entsprach. 

Unabhangig von uns haben M. Bergmann und L. Zervas mit ihrem 
allgemein anwendbaren Carbobenzoxyverfahren* eine gréBere Anzahl 
zum Teil komplizierterer Peptide aufgebaut und mit diesem umfang- 
reichen Material enzymatische Untersuchungen ausgefiihrt®. — Sie 
konnten die geforderte strenge Spezifitat der Dipeptidase sicherstellen, 
wobei es ihnen méglich war, Widerspriiche, die sich im Laufe der aus- 
gedehnten Arbeiten von E. Abderhalden und auch von E. Waldschmidt- 
Leitz einzustellen schienen, aufzuklaren. 

Unter den von uns bisher untersuchten Asparagin- und Glut- 
aminsadurepeptiden, welche die Dicarbonsiure am Carboxylende ent- 
halten, hatten sich erwartungsgemaB |-Leucyl]-l-glutaminsaure,Glycyl-l- 

1 W.GraBmann (u. Mitarbeiter), Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 202, 
1927; 175, 18, 1928; Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 61, 656, 1928; W. GraB- 
mann, Habilitationsschrift, Miinchen 1928. — ? W.Grafmann u. Mitarbeiter, 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 62, 1307, 1929; Zeitschr. f. physiol. Chem. 210, 
1, 1932; M. Bergmann, L. Zervas u. Mitarbeiter, ebenda 212, 72, 1932. 

- 3 W.GraBmann u. H. Bayerle, diese Zeitschr. 268, 214, 1934; W.Graf- 


mann u. O. Mayr, Zeitschr. f. physiol. Chem. 214, 1 89, 1933. — * Ber. d. 
Deutsch. chem. Ges. 65, 1192, 1932. — > M. Bergmann u. L. Zervas u. Mit- 


arbeiter, a. a.O.; Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 65, 1692, 1932; Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 212, 72, 1932; 224, 11—44, 1934. 
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asparagin, Glycyl-l-asparaginsaure, |-Leucyl-l-asparagin und |-Leucyl-l- 
asparaginsaure als Substrate der Dipeptidase, Glycyl-glycyl-l-asparagin 
als Substrat der Aminopolypeptidase erwiesen. Dagegen fanden wir 
das nach E. Fischer! hergestellte d, 1-Asparagyl-monoglycin unspaltbar 
fiir beide Peptidasen, entsprechend dem gleichfalls negativen Befund, 
zu welchem M. Bergmann und L. Zervas? bei dem von ihnen dargesteliten 
l- Asparagyl-mono-]-tyrosin gelangt waren. 


Nach den bisherigen Befunden war anzunehmen, daB nur Dipeptide, 
welche die freie Aminogruppe in «-Stellung zur Peptidbindung tragen, 
von Dipeptidase angegriffen werden. Fir die Unspaltbarkeit dieser 
beiden Peptide konnten also zwei Erklarungen in Frage kommen: 
Entweder handelt es sich bei ihnen um Verbindungen, in denen die 
p-Carboxylgruppe der Asparaginsiure mit der zweiten Aminosaure 
verknipft ist oder man miiBte zu der Annahme greifen, daB Peptide, 
welche den Asparaginsaurerest am Aminoende enthalten, ein fiir Di- 
peptidase iiberhaupt unangreifbares Substrat seien. Die erste der 
beiden Erklarungsmoglichkeiten hat sich als zutreffend erwiesen. 


Fir das |-Asparagyl-l-tyrosin wurde inzwischen von M. Berg- 
mann, L. Zervas und Mitarbeitern® die p-Verkniipfung nachgewiesen. 
Da die Verbindungen des x-Carboxyls der Asparaginsaure im allgemeinen 
viel labiler sind als die des $-Carboxyls4, war fiir das d, |- Asparagyl- 
monoglycin, das nach FE. Fischer aus Fumaryldiglycin mit wasserigem 
Ammoniak unter Abspaltung eines Glycinrestes erhalten wird, von 
vornherein gleichfalls die #-Konstitution in hohem Grade wahrscheinlich. 
Auf einen strengen Strukturbeweis des racemischen Peptids haben wir 
verzichtet, weil uns das schéne Carbobenzoxyverfahren von MM. Berg- 
mann und L. Zervas die Méglichkeit gab, in eindeutiger Weise das 
]-Asparagyl-x-glycin und das |-Asparagyl-f-glycin® zu synthetisieren 
und die enzymatische Spaltbarkeit der beiden Peptide zu unter- 
suchen. 


Fir die Bereitung des |-Asparagyl-$-glycins (IV) wurde Carbo- 
benzoxy-l-asparaginsaure-x-benzylester-f-chlorid® (I), dessen Konsti- 
tution feststeht, analog M. Bergmann und Mitarbeitern® mit Glykokoll- 


1 E. Fischer u. E. Kénigs, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 37, 4585, 1904. 
— ? a.a.O. — 3 Zeitschr. f. physiol. Chem. 224, 25, 1934. — ‘4 Vgl. 
H. Pauly u. I. Weir, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 48, 661, 1910. 5 Wir 
bezeichnen, der von E. Fischer gebrauchten Nomenklatur (vgl. ebenda 40, 
2057, 1907; Ann. 875, 181, 1910; Ann. 365, 182, 1909) entsprechend, 
als ,,Asparagyl*‘- baw. ,,Glutamyl**-Verbindungen die Derivate der Asparagin- 
siure bzw. der Glutaminsdure, als ,,Asparaginyl- bzw. ,,Glutaminyl*- 
Verbindungen die Derivate des Asparagins oder Glutamins. — ® M. Berg- 
mann, L. Zervas u. L. Salzmann, Ber. 66, 1288, 1933. 
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athylester zu IL gekuppelt, dann verseift zu III und schlieBlich kata- 
lytisch hydriert zum gesuchten 1-Asparagyl-f-glycin (1V). 


C,H,.CH,0.0C.CH(NH.Cbzo).CH,.CO.C! I 
C,H, .CH,O.0C.CH(NH.Cbzo).CH,.CO.NH.CH,.CO.OC,H, TI 
HOOC.CH(NH.Cbzo).CH,.CO.NH.CH,.COOH 11 

COOH 


H,N—CH 


CH, 
| 


CO.NH.CH,.COOH 
Chzo = C,H, .CH,.0.CO. 


Um zu bisher nicht zuganglichen «-Peptiden der 1(—)-Asparagin- 
siure zu gelangen, verwandten schon M. Bergmann und L. Zervas 
das Carbobenzoxy-l-asparaginséureanhydrid (I. c.). In ihren Versuchen 
fiihrte jedoch die Kupplung mit dem _ betreffenden Aminosaureester- 
chlorhydrat in Pyridin zu einem £-Peptid, dem 1|-Asparagyl-f-l-tyrosin. 
Wir benutzten bei der Synthese des 1-Asparagyl-x-glycins (VIII) 
Chloroform als Lésungsmittel, indem wir Carbobenzoxy-]-asparagin- 
siureanhydrid (V) in Chloroform mit freiem Glykokollithylester 
kuppelten. Anscheinend iibt dabei das Lésungsmittel eine dirigierende 
Wirkung in «- bzw. 6:Stellung aus. Der entstandene Carbobenzoxy-l- 
asparagyl-%-glycinathylester (V1) wurde zum Carbobenzoxy-l-asparagyl- 
a-glycin (VII) verseift. Diese Verbindung erwies sich als nicht identisch 
mit dem Carbobenzoxy-l-asparagyl-f-glycin (III), was durch die ver- 
schiedenen Schmelzpunkte und Depression des Mischschmelzpunktes nach - 
gewiesen wurde. VII wurde katalytisch hydriert zum freien Peptid VIII. 

CO.CH,.CH(NH.Cbzo).CO.O V 





HOOC.CH,.CH(NH.Cbzo).CO.NH.CH,.CO.OC,H, VI 
HOOC.CH,.CH(NH.Cbzo).CO.NH.CH,.COOH vu 


CO—NH.CH,.COOH 
| 
H,N—CH 


I 
CH, 


COOH 


In diesem Zusammenhang schien in enzymatischer Hinsicht ein 
Asparaginsaurepeptid interessant, das beide Carboxylgruppen mit 
Glykokoll peptidartig verkniipft hat, was uns zur Synthese des 
1- Asparagyl-diglveins (X1) fiihrte. (Die racemische Verbindung war schon 
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von K. Suzuki! hergestellt und ihr Verhalten gegen Erepsin untersucht 
worden; es war aber wiinschenswert, sterisch einheitliches Material zur 
Untersuchung zu bringen.) Carbobenzoxy-l-asparaginsiure (l.¢.) wurde 
mit Phosphorpentachlorid in ihr Dichlorid (LX) tbergefiihrt, mit Glyko- 
kollbenzylester zu X gekuppelt, danach in einer Reaktion durch kataly- 
tische Hydrierung der Carbobenzoxyrest und die Benzylestergruppen 
abgespalten und damit das freie 1-Asparagyl-diglycin (XI) erhalten. 
Cl.OC.CH,.CH(NH.Cbzo).CO.Cl IX 
Benzyl.O.0C.CH,.NH.OC.CH,.CH.CO.NH.CH,.CO.O. Benzyl 
| 
NH (Cbzo) 
CO—NH .CH,.COOH 
| 
CH 
| 
CH, 
| 
CO—NH.CH,.COOH 


SchlieBlich haben wir noch 1|-Glutamyl-x-glycin (XII) analog 
l-Asparagyl-«-glycin und |-Glutamyl-glutaminséure?, ausgehend von 
1-Glutaminséureanhydrid (1. ¢.), synthetisiert. 

CO—NH.CH,.COOH 


| 

H,N—CH 
| 
CH,.CH,.COOH 


Die Spaltungsergebnisse mit Hefedipeptidase, Glycerinausziigen 
aus Darmschleimhaut und Niere zeigen, da 1-Asparagyl-«-glycin, 
1-Asparagyl-diglycin und 1-Glutamyl-«-glycin von Dipeptidase gespalten 
werden, wahrend das ]-Asparagyl-f-glycin unspaltbar ist. Dem d, 1- 
Asparagyl-monoglycin von EL. Fischer, dessen Verhalten mit demjenigen 
des ]-Asparagyl-f-glvcins iibereinstimmt, wird also die /-Konstitution 
zukommen. 

Tabelle I. 
Spaltung der Peptide mit Peptidasen verschiedener Herkunft. 





%/5 Spaltung mit: 





Darm- Nieren- Aminopoly- 
dipeptidase| auszug auszug pedtidase 
0,4 Dipept.- 0,2 Dipept.- 0,2 Dipept.- 0.2 Poly- 
Std. Einh. Einh. Einh. pept.-Einh. 


Versuchs- ~rofe- 
Substrate zeit in 


]-Asparagyl-x-glycin . . 6 11 23 39 

l-Asparagyl-S-glycin . . 6 2 0 

l-Asparagyl-diglycin . . 6 1 28 80 

1-Glutamyl-z-glycin . . . 3 95 56 * 100 
* Enthielt nur 0,1 Dipept.-Einheiten. 


1 J. of Biochem. 7, 311, 1927. — * M. Bergmann u. L. Zervas, a, a. O. 
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Durch Aminopolypeptidase aus Hefe werden samtliche Peptide 
nicht angegriffen. Die Spaltbarkeit des ]-Asparagyl-diglycins durch 
Dipeptidase, seine Unspaltbarkeit durch Aminopolypeptidase, deckt 
sich mit unseren friiheren Befunden am d, |-Asparagyl-I-dialanin (I. c.) 
und wird verstandlich durch die einem Dipeptid charakteristische 
Gruppierung der Bestandteile in diesem scheinbaren_ ,,Tripeptid™. 

H,N.CH.CO.NH.CH,.COOH 


CH,.CO.NH.CH,.COOH 


Durch hochwirksamen Nierenextrakt wurde in diesem Peptid 
trotz langer Versuchsdauer nur eine Peptidbindung aufgespalten, 
wobei es sich nur um die g-Peptidbindung handeln kann; demnach 
widersteht auch hier die $-Bindung dem enzymatischen Angriff. 


]-Asparagyl-x-glycin und 1|-Asparagyl-diglycin werden nach den vor- 
liegenden Befunden enzymatisch auffallend langsam gespalten. Die Spalt- 
barkeit von |-Glutamyl-x-glycin ist dagegen eine durchaus normale, woraus 
hervorgeht, daB der Glycinrest am Carboxylende dieser Aminodicarbon- 
siurepeptide fiir die Spaltungsgeschwindigkeit wohl nicht von wesentlicher 
Bedeutung ist, sondern daB ihre geringe Spaltbarkeit auf den EinfluB des 
Asparaginsaéurerestes am Aminoende zuriickgefiihrt werden muB8. 

Vergleicht man die Spaltungsgeschwindigkeit der beiden genannten Aspa- 
raginsiurepeptide durch Dipeptidase verschiedener Herkunft — wobei Enzym- 
mengen verwandt wurden, die in ihrem Wirkungswert (Dipeptidaseeinheiten ') 
gegeniiber dem ,,Standardsubstrat** der Dipeptidase (Leucyl-glycin) ver- 
gleichbar sind —, so zeigt sich, daB diese Peptide am langsamsten durch 
Hefedipeptidase, rasch durch Dipeptidase aus Darmschleimhaut und am 
raschesten durch das Enzym aus Niere zerlegt werden. Es ist friiher gezeigt 
worden?, dafS Nierendipeptidase durch die héchste, Hefedipeptidase durch 
die geringste Substrataffinitat ausgezeichnet ist, wahrend Dipeptidase aus 
Darmschleimhaut eine Zwischenstellung einnimmt. Das Verhalten der von 
uns untersuchten Asparaginséurepeptide, das im Prinzip véllig demjenigen 
des von uns friiher untersuchten Glycyl-glycins entspricht, ist bei geringer 
Enzymaffinitat des Substrats zu erwarten. In der Tat weist auch ein mit 
Alanin ausgefiihrter Hemmungsversuch auf eine geringe Enzymaffinitat 
dieser Peptide hin. Solche Substrate werden nun verhaltnismaBig gut von 
Peptidasen mit hoher Substrataffinitat (Niere), aber nur sehr wenig von 
niederaffinen Peptidasen (Trockenpraparat aus Hefe) angegriffen. Das 
besondere Verhalten der Nierendipeptidase, ihr ausgesprochenes Spaltungs- 
vermégen fiir sonst sehr schwer angreifbare Substrate steht vielleicht mit 
der besonderen Bedeutung der Niere fiir den Endabbau der EiweiBkérper 
und EiweiBabbauprodukte im Zusammenhang?. 


Die vorliegenden Ergebnisse sind, zusammen mit den Befunden 
am |-Asparagyl-f-l-tyrosin, beweisend fiir die Unspaltbarkeit von 


1 R. Willstdtter u. W.GraBmenn, Zeitschr. f. physiol. Chem. 158, 
264, 1926. — 2 W.GraBmann u. L. Klenk, ebenda 186, 31, 1929. — * Vgl. 
hierzu die Befunde und Erérterungen von M. Bergmann u. H. Schleich, 
ebenda 205, 65, 1932; ferner A. H. Krebs, ebenda 217, 191, 1933. 
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Asparagyl-f-peptiden und damit iibereinstimmend mit allen bisherigen 
Ergebnissen, wonach nur «z-Peptide durch Dipeptidase gespalten 
werden. Durch die Ergebnisse von MW. Bergmann und L. Zervas mit 
Mitarbeitern in Verbindung mit unseren Befunden sind die noch im 
Schrifttum bestehenden Ausnahmefille aufgeklart worden, womit die 
Richtigkeit des von dem einen von uns abgeleiteten Satzes erneut 
sichergestellt sein diirfte: 


Die Dipeptidase spaltet nur solche CO—NH-Bindungen, denen 
in der fiir die Dipeptide der natiirlichen x-Aminosaéuren charak- 
teristischen konstitutionellen und sterischen Anordnungen — zugleich 
eine freie - Aminogruppe und eine freie COO H-Gruppe benachbart ist“!. 


Experimenteller Teil. 
Synthese von Asparaginsdure- und Glutaminsdurepeptiden. 
l-Asparagy!-/i-glycin. 

Carbobenzoxy-l-asparag yl-( x-benzylester )-B-glycinath ylester. Aus 5g 
Glykokollathylesterchlorhydrat wurde in iiblicher Weise eine Lésung des 
freien Esters in Essigester hergestellt, in die Carbobenzoxy-l-asparagin- 
séiure-(«-benzylester)-/-chlorid * (aus 4,5 g Benzylester dargestellt) portions- 
weise unter Kiihlung eingetragen wurde. Aus der Kupplungslésung schied 
sich sofort das Glykokollesterchlorhydrat kristallin ab. Nach einstiindigem 
Stehen wurde vom Chlorhydrat abgesaugt und das Filtrat mit verdiinnter 
Salzsiure, Wasser und gesattigter Bicarbonatlésung gewaschen,  iiber 
Natriumsulfat getrocknet und stark eingeengt. Aus der eingeengten Lésung 
fiel mit Petrolather ein weiBer, voluminéser Kristallbrei an. Das Roh- 
produkt vom Schmp. 97° wurde aus wenig Essigester umkristallisiert. 


Ausbeute: 3,2 g verfilzte Nadeln vom Schmp. 101°. 


3,517 mg Substanz: 0,201 cem N (23°/733 mm). 
C3 Hg0,N, (442,22). Ber.: N 6,35; gef.: N 6,36. 


Carbobenzoxy-l-asparag yl-/}-glycin. 35g des eben  beschriebenen 
Esters wurden unter Kiihlung in 8,3 cem 2n NaOH gelést und l'Stunde 
bei Raumtemperatur aufbewahrt. Beim Ansauern mit verdiinnter Salzsiéure 
fielen weiBe Kristalle an, die nach kurzem Stehen abgesaugt und mit eis- 
kaltem Wasser gewaschen wurden. Nun wurde das Filtrat unter ver- 
mindertem Druck zur Trockne verdampft und der Riickstand mit Essig- 
ester ausgezogen, die Ausziige eingeengt und mit Petrolather gefallt. Gesamt- 
ausbeute 1,8 g vom Schmp. 144 bis 145°. Aus wenig Wasser umkristallisiert 
wurden rosettenformig angeordnete, lange SpieBe vom Schmp. 154° er- 
halten. 

3,851 mg Substanz: 0,303 cem N (23°/726 mm). 

C,,H,.O;N, (324.14). Ber.: N 8,64; gef.: N 8,67. 

Freies Dipeptid. 1,2 g der Carbobenzoxyverbindung wurden in wenig 
absolutem Methanol gelést, mit der gleichen Menge Wasser versetzt und 
unter Zusatz von einigen Tropfen Eisessig in Gegenwart von Palladiummohr 


1 W.GraBmann, Habilitationsschrift, Miinchen 1928, S. 28. — ? a.a. O. 
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hydriert. Nach !/, Stunde war die CO,-Entwicklung beendet. Hieraut 
wurde abfiltriert, etwas ausgeschiedenes Peptid mit wenig Wasser wieder 
in Lésung gebracht und das Filtrat unter vermindertem Druck verdampft. 
Nach mehrmaligem Abdampfen mit absolutem Athanol blieben 0,7 ¢ 
Nadeln zuriick. 
Zur Analyse wurde aus Wasser umkristallisiert, wonach das Peptid 
1 Mol Kristallwasser enthielt. Die wasserfreie Substanz schmolz bei 153° 
nach kurzem Sintern. 
3,989 mg Substanz: 5,593 mg CO,; 1,850 mg H,O. 
2,333 ;, - 2,475 cem n/100 HCl (Mikro-Kjeldah/). 
C,H O;N, (190,10). Ber.: C 37,88, H 5,30, N 14,74; 
gef.: C 38,24, H 5,19, N 14,86. 
0,3601 g Substanz verloren bei mehrstiindigem Trocknen iiber P,O, 
im Hochvakuum bei 100°  0,0320 g. 
Fiir 1 H,O ber.: 8,66; gef.: 8,88. 
2,830 mg verbrauchten 2,86 ccm n/100 KOH statt der ber. 2,98 eem 
(Mikrotitration nach W.GraBmann und W. Heyde') 


»  +0,35.109 
lp = “92.433 


29 (in Wasser + 1 Mol Salzséure). 


1-Asparagyl-x-glycin. 

Carbobenzoxy-l-asparag yl-x-glycinath ylester. 8,1 g Carbobenzoxy-l-aspa- 
raginséureanhydrid? wurden in 200 cem trockenem Chloroform suspendiert 
und unter Kiihlung zu der Lésung von 7g Glykokollathylester (frisch 
destilliert) in wenig Chloroform gegeben. In kurzer Zeit trat klare Lésung 
ein. Nach vierstiindigem Stehen bei Raumtemperatur wurde die gegen 
Lackmus noch basische Lésung zweimal mit verdiinnter Salzsaure gewaschen, 
iiber Natriumsulfat getrocknet und unter vermindertem Druck verdampft. 
Der zuriickbleibende Sirup wurde in wenig Chloroform gelést und mit Ather 
gefallt, wobei eine voluminése weiBe Kristallmasse ausfiel. Ausbeute: 
9,5 g vom Schmp. 106°. Das Rohprodukt wurde mehrere Male aus Chloro- 
form/Ather umgefallt, wobei der Schmp. auf 113° stieg. Verfilzte Nadeln. 

5,890 mg Substanz: 0,421 cem N (23°/752 mm). 

CigH2O;N, (352,17). Ber.: N 7,95; gef.: N 8,15. 

Carbobenzoxy-l-asparagyl-x-glycin. 16g des obigen Esters vom 
Schmp. 112° wurden in 10,2 cem n NaOH gelést und 2 Stunden bei Zimmer- 
temperatur stehengelassen. Beim Anséuern mit verdiinnter Salzséure 
kristallisierte die Carbobenzoxyverbindung in langen, zu Biischeln ver- 
einigten Nadeln aus. Nach kurzem Stehen wurde abgesaugt und mit eis- 
kaltem Wasser gewaschen. 0,8 g vom Schmp. 160°. 

Zur Analyse wurde aus wenig Wasser umkristallisiert. Der Mischschmp. 
mit Carbobenzoxy-l-asparagyl-/-glycin war 142 bis 143°. 

4,738 mg Substanz: 8,942 mg CO,; 2,052 mg H,O. 

3,970 ,, 9% 0,306 eem N (20°/752 mm). 

Ber.: C 51,83, H 4,97, N 8,64; 
gef.: C 51,47, H 4,85, N 8,88. 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 32, 1929. — * M. Bergmann u. 
L. Zervas, Ber. 65, 1198, 1932. 
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Freies Dipeptid. 0,5 g der Carbobenzoxyverbindung wurden unter den 
gleichen Bedingungen hydriert und aufgearbeitet, wie beim Carbobenzoxy- 
l-asparagyl-/-glycin beschrieben. Ausbeute: 0,35 g schéner Prismen. 


Zur Analyse wurde aus wenig Wasser umkristallisiert, woraus die 
Verbindung mit 1 Mol H,O erhalten wurde. Die wasserfreie Substanz 
schmolz bei 185° und der Mischschmelzpunkt mit l-Asparagyl-/}-glyein war 
145 bis 146° nach Sintern von 125° an. 


4,868 mg Substanz: 6,742 mg CO,; 2,314 mg H,0O. 
3,996 ,, 7 0,515 cem N (24°/750 mm). 
C,H,,O;N, (190,10). Ber.: C 37,88, H 5,30, N 14,74; 
gef.: C 37,77, H 5,32, N 14,62. 


0,2016 g lufttrockene Substanz nahmen bei mehrstiindigem Trocknen 
iiber P,O; bei 78° 0,0178 g ab. 


Fiir 1 H,O ber.: 8,66; gef.: 8,82. 


3,936 mg verbrauchten 4,02 cem n/100 KOH statt der berechneten 
4,14cem (Mikrotitration). 
+ 1,43.100 


[x]p : a aan oe + 36,7 (in Wasser + 1 Mol Salzsiéure). 


1-Asparagyl-diglycin. 

Carbobenzoxy-l-asparaginsdure-dichlorid. 2,45 g Carbobenzoxy-l-aspa- 
raginsdure! wurden in 30 cem trockenem Ather suspendiert und unter starker 
Kiihlung mit 4,2 g Phosphorpentachlorid geschiittelt. Nach 15 Minuten 
war beinahe alles Phosphorpentachlorid in Lésung gegangen und ein 
kristallines Produkt ausgefallen. Nun wurde filtriert und die zuriickbleibenden 
Kristalle mit wenig trockenem Essigester auf dem Filter in Lésung gebracht. 
Dann wurde unter Kiihlung mit viel trockenem Petrolather gefallt, wobei 
das Chlorid in Nadeln ausfiel. Das Saéurechlorid wurde nach kurzem Stehen 
abgesaugt, mit Petrolather gut nachgewaschen und noch feucht zur Kupplung 
verwandt. Schmp. 46°. 

Carbobenzoxy-l-asparagyl-diglycin-dibenzylester. Das eben beschriebene 
Saurechlorid wurde unter Kiihlung in die Essigesterlésung von Glykokoll- 
benzylester eingetragen, der in iiblicher Weise aus 7,1 g Chlorhydrat? in 
Freiheit gesetzt worden war. Nach neunstiindigem Stehen wurde von den 
ausgeschiedenen Kristallen (1,1 g) abgesaugt und das noch basische Filtrat 
mit verdiinnter Salzsiure, Wasser und gesattigter Bicarbonatlésung ge- 
waschen, filtriert und unter vermindertem Druck verdampft. Der Riickstand 
wurde in Chloroform aufgenommen und mit Ather gefallt, wobei 0,7 g vom 
Schmp. 161° anfielen. Die aus der Kupplungslésung ausgeschiedenen 
Kristalle (1,1 g) wurden mit Wasser digeriert. Es blieben 0,6 g vom Schmp. 
157° zuriick. 

Beide Fraktionen wurden vereinigt und aus Chloroform umkristallisiert. 
Nadeln vom Schmp. 164°. 


3,950 mg Substanz: 0,271 cem N (24°/739 mm). 
C39 Hg, OgN, (561,27). Ber.: N 7,49, gef.: N 7,67. 


1a.a.O. — 2 P. Ruggli, R. Ratti u. E. Henzi, Helv. Chem. Act. 12, 
361, 1929. 
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Frees Dipeptid. 1g Carbobenzoxy-l-asparagyl-diglycin-dibenzylester 
wurde in absolutem Methanol suspendiert, mit wenig Wasser und 1 cem 
Eisessig wie iiblich in Gegenwart von Palladiummohr hydriert. Nach 
zweistiindiger Hydrierung in offener Apparatur wurde kein CO, mehr 
entwickelt, worauf noch in der geschlossenen Apparatur weiter hydriert 
wurde bis keine Wasserstoffaufnahme mehr erfolgte. Die Aufarbeitung 
wurde wie bei den vorstehenden Peptiden durchgefiihrt. Ausbeute: 0,4 g 
kleiner Nadeln. 
Zur Analyse wurde aus Wasser umkristallisiert. Schmp. 225°. 
3,471 mg Substanz: 4,965 mg CO,; 1,608 mg H,O. 
2462 ., ‘i 0,367 cem N (24°/745 mm). 
C,H,,0,N, (247,13). Ber.: C 38,85, H 5,30, N 17,00; 
gef.: C 39,01, H 5,18, N 16,79. 
2,473 mg verbrauchten 1,91 cem n/100 KOH statt der berechneten 
2,00 cem (Mikrotitration). 
1,52 . 100 


[x7 “eee + 33,8° (in Wasser + 1 Mol Salzsaure). 
1-Glutamyl-«-glycin. 
Carbobenzox y-l-glutam yl-x-glycinath ylester. 3,3¢  1|-Glutaminséure- 


anhydrid! und 4g Glykokollathylester wurden unter den gleichen Be- 
dingungen wie beim oben beschriebenen Carbobenzoxy-l-asparagy|-«-glycin- 
athylester gekuppelt. Die Kupplungslésung wurde nach zwélfstiindigem 
Stehen ebenso aufgearbeitet. Ausbeute: 2,2 g vom Schmp. 120°. 

Nach Umkristallisieren aus wenig Essigester wurden feine Nadeln vom 
Schmp. 122° erhalten. 

3,747 mg Substanz: 0,255 cem N (22°/717 mm). 

C,;H.0;N, (366,18). Ber.: N 7,65; gef.: N 7,43. 

Carbobenzoxy-l-glutamyl-a-glycin. 1,5 g obigen Esters wurden in 4,4 cem 
2n NaOH gelést und !/, Stunde bei Raumtemperatur aufbewahrt. Beim 
Ansauern mit verdiinnter Salzséure fielen nach kurzem Reiben Kristalle 
an, die abgesaugt und mit wenig kaltem Wasser ausgewaschen wurden. 
0,7 g vom Schmp. 143°. Das Filtrat wurde nun mit Essigester ausgezogen, 
die Essigesterausziige tiber Natriumsulfat getrocknet und verdampft. Es 
blheben noch 0,1 g Kristalle vom Schmp. 140°. 

Nach der Umkristallisation aus Essigester wurden kleine, zu Biischeln 
vereinigte Prismen vom Schmp. 143° erhalten. 


( 
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4,660 mg Substanz: 0,339 cem N (21°/750 mm). 

C,;H,,0;N, (338,16). Ber.: N 8,28; gef.: N 8,34. 

Freies Dipeptid. 0,6g der vorstehenden Carbobenzoxyverbindung 
wurden unter den gleichen Bedingungen wie die vorausgehend beschriebenen 
Peptide hydriert und aufgearbeitet. Es wurde dabei ein Sirup erhalten, der 
nach langerem Stehen unter absolutem Alkohol durchkristallisierte. Aus- 
beute: 0,3 g. 

Aus Wasser/Alkohol fielen lanzettf6rmige Kristalle vom Schmp. 
180° an. 

4,277 mg Substanz: 6,445 mg CO,; 2,224 mg H,O. 

2,510 ,, * 2,470 cem n/100 HCl (Mikro-Kjeldahl). 

C,H,,0O;,N, (204,11). Ber.: C 41,15, H 5,93, N 13,73; 
gef.: C 41,10, H 5,82, N 13,78. 


1 a. a. O. 
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Spezifitaét der Dipeptidase. 46] 


3,561 mg verbrauchten 3,32 cem n/100 KOH statt der berechneten 
3.49 cem (Mikrotitration). 


2 _ +.8,74.100 
l*lp 2. 2,33 


o. 


= + 80,3° (in Wasser). 


Enzymversuche. 
Tabelle II. 


Spaltbarkeit durch Hefedipeptidase’. 
leem des Versuchsansatzes enthielt 0,05 Millimol Peptid, das mit 0,2 n 
NH, auf pu 7,4 eingestellt war, 0,1 cem m/3 Phosphatgemisch px 7,4, 
4mg Trockenpraparat mit 0,4 Dipeptidaseeinheiten. | Gemessen wurden in 
Proben von 0,2 cem mit n/100 KOH nach W.Grafimann und W. Heyde?; 
der vollstandigen Aufspaltung einer Peptidbindung entspricht 1 cem 
n/100 KOH in der Titrationsprobe. ¢ = 40°. 





Aziditiitszuwachs in cem n/100 KOH 
(nach Abzug der Blindwerte fiir Enzym und 


Substrat Substrat) nach Stunden: 

yes f eae i 24 
l-Asparagyl-x-glycin . . . ... . 0,07 0,11 0.20 
l-Asparagyl-B-glycin . . . . . 0,02 0,00 0,02 
l-Asparagyl-diglycin  . ss eae 0,08 0,17 0,23 
l-Glutamyl-z-glyein . 2... 0,95 * _ — 
INOCIDIOGN hs 6 5 ee ss er _— — 
Fnzymleerversuch ........ 0,01 0,02 0,04 

* Enthielt 2mg Trockenpriparat, entspr. 0,2 Dipept.-Einheiten. ** Spaltung nach 


1 Stunde. 
Tabelle III. 
Spaltbarkeit durch Aminopolypeptidase aus Hefe’®. 
In leem des Ansatzes 0,2 cem einer Aminopolypeptidaselésung mit 0,2 
Aminopolypeptidaseeinheiten und 0,01 Dipeptidaseeinheiten. pH = 7,0. 
Alle anderen Bedingungen wie Tabelle II. 





Azidititszuwachs in eem n/100 KOH 
(nach Abzug der Blindwerte von Enzym und 


Substrat Substrat) nach Stunden: 
3 6 24 
l-Asparagyl-x-glycin . . Eee — 0,01 0,01 0,01 
l-Asparagyl-f-glycin . . . se 0,03 0,01 0,02 
l-Asparagyl-diglycin . . . bis 0,00 0,00 0,01 
1-Glutamyl-x-glycin = 0,04 0,04 0,04 
Enzymleerversuch ....... 0,01 0,03 0.04 


1 Darstellung des Enzympraparates im wesentlichen nach W. Graf- 
mann u. L. Klenk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 186, 37, 1929. — * a.a.Q. 
— * Nach W.GraBmann, L. Emden u. H. Schneller, diese Zeitschr. 271, 
217, 1934. 
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Tabelle IV. Spaltbarkeit durch Darmschleimhautextrakt. 
In leem des Ansatzes 0,4ceem des Glycerinextraktes 1:4 mit 0,2 Di- 
peptidaseeinheiten. py = 7,4. Alle anderen Bedingungen wie Tabelle II. 





Azidititszuwachs in ccm n/100 KOH 
(nach Abzug der Blindwerte von Enzym und 
Substrat Substrat) nach Stunden: 


6 24 


l-Asparagyl-x-glycin . ...... 0,10 0,23 

l-Asparagyl-p-glycin® . 2... . 0,04 0,02 

l-Asparagyl-diglycin ....... 0,14 0,28 

1-Glutamyl-x-glycin* . Sie wen 0,56 0,75 

K nzymleerv ersuch . 2... : 0,00 0,03 
* Enthielt 0,2 cem Baeyealoeviiie. eninge: 0,1 Dipept.-Einheiten. 


Tabelle V. Spaltbarkeit durch Nierenextrakt. 


In leem des Ansatzes 0,07 cem des Glycerinextraktes 1:4 mit 0,2 Di- 
peptidaseeinheiten. pH = 7,4. Alle anderen Bedingungen wie Tabelle II. 





Azidititszuwachs in eem n/100 KOH 
(nach Abzug der Blindwerte von Enzym und 
Substrat Substrat) nach Stunden: 





6 24 


l-Asparagyl-x-glycin . ...... 0,19 0,39 0,86 

l-Asparagyl-f-glycin .. ..... 0,01 — 0,01 0,03 

l-Asparagyl-diglycin . . . . .. 0,52 0,80 0,94 

l-Glutamyl-x-giycin ......:. 0,96 

Enzymleerversuch ........ 0,00 0,02 0,10 

Tabelle VI. Hemmung der Spaltung durch Nierenextrakt 

mit 1(+)-Alanin. 

Dem in Tabelle V beschriebenen Ansatz waren 0,05 Millimol 1(+-)-Alanin 
zugefiigt. pu = 7,4. 





Azidititszuwachs in eem n/100 KOH 


Substrat nach Stunden: 


WW 2 3 5 


l-Asparagyl-x-glycin . . . ue — 0,06 0,14 | 0,20 
l-Asparagyl-x-glycin + Alanin . . — 0,03 0,04 0,06 
1-Glutamyl-x-glycin . . og) BRE FOS 1. aT — _ — 
l- Glutamyl- -%- glyci in + Alanin ... | 0,85 | 0,66 | 0,89 os _ — 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir ergebenst 
fiir die Unterstiitzung unserer Arbeit. 


Berichtigung 


zur Arbeit W/. S. Butkewitsch, E. W. Menzschinskaja und E. 1. Trofimova: 
..Zur biochemischen Herkunft von Citronen- und Oxalséure’. I. Mitteilung: 
Uber die Bildung von Citronensaéure aus Essigsiure. Band 272, 3.—4. Heft. 
Auf 8. 298, in der fiinften Zeile von unten, 
muB es ,.in 0,5° iger Lésung’ statt  ,,in 5° iger Lésung* 
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